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Dizajn i sinteza inhibitora botulinum neurotoksina A i parazita Plasmodium 
falciparum: benzotiofenski i steroidni derivati aminohinolina 
 
 
Sažetak:  
 
Botulinum neurotoksini su najjaĉi poznati prirodni otrovi i izazivaĉi botulizma – 
potencijalno smrtonosne neuroparalitiĉke bolesti. U poslednje vreme, sve veći broj 
studija je usmeren ka pronalaţenju inhibitora botulinum neurotoksina serotipa A 
(BoNT/A) aktivnih unutar ćelije, jer terapija antitelima ima uspeha jedino pre nego što 
toksin uĊe u neuron. U okviru ove doktorske disertacije izvršena je sinteza i detaljno 
ispitivanje inhibitorne aktivnosti novih steroidnih i benzo[b]tiofenskih derivata 
4-aminohinolina prema kratkom nizu (BoNT/A LC) i holotoksinu BoNT/A. U 
istraţivanju je korišćen proteolitiĉki in vitro esej i ćelijski esej u motornim neuronima 
razvijenim iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša (mES-MN). Dodatno, molekulsko 
modelovanje i uklapanje novih derivata u aktivno mesto enzima izvršeno je korišćenjem 
programa Schr dinger Suite 2016-4.  
U in vitro proteolitiĉkom eseju, sintetisana jedinjenja su ostvarila do 85% 
inhibicije BoNT/A LC pri koncentraciji 20 µM, dok su IC50 vrednosti bile u opsegu 0,7–
10,2 µM. U preintoksikacionom modelu u motornim neuronima razvijenim iz 
embrionalnih matiĉnih ćelija miša (mES-MN) novi derivati su vršili zaštitu proteina 
SNAP-25
i
 do 88%, u niskim mikromolarnim koncentracijama i u dozno-zavisnom 
reţimu. Najaktivniji derivati su testirani u postintoksikacionom modelu, u kome se 
jedinjenja dodaju ćelijskoj kulturi 30 ili 60 minuta posle holotoksina. U oba modela je 
uoĉena korelacija procenta zaštite SNAP-25 i primenjene koncentracije jedinjenja. 
Jedinjenje 17 (JK141) je pokazalo 99% zaštite SNAP-25 kada se administrira 30 minuta 
posle BoNT/A.  
                                                          
i U fiziološkim uslovima, SNAP-25 omogućava fuziju vezikula, koje sadrţe neurotransmiter acetilholin, i membrane 
neurona. Acetilholin se oslobaĊa u sinaptiĉku šupljinu i vezuje za mišićne receptore, omogućavajući provoĊenje 
nervnih impulsa i kontrakciju mišića. U sluĉaju kada je došlo do intoksikacije, kratak niz BoNT/A LC vrši hidrolizu 
SNAP-25 ĉime onemogućava fuziju vezikule, zbog ĉega je vaţno da inhibitori imaju sposobnost da izvrše zaštitu 
SNAP-25 u što većoj meri. 
  
Detaljnom ADMET i farmakokinetiĉkom analizom pokazano je da jedinjenje 17 
(JK141) primenjeno oralno u modelu miša u dozi 600 mg/kg ne dovodi do neţeljenih 
efekata i dostiţe maksimalnu koncentraciju Cmax > 10 μM u mišjem serumu. Ovo je prvi 
primer inhibitora kratkog niza sa antagonistiĉkim dejstvom prema holotoksinu BoNT/A 
u mES-MN u postintoksikacionom modelu. Inhibitor kratkog niza BoNT/A koji je 
efikasan u in vivo uslovima kada se primeni posle intoksikacije još uvek ne postoji, 
zbog ĉega ostvareni rezultati predstavljaju vrlo dobru osnovu za detaljnije prouĉavanje 
sliĉne klase jedinjenja. 
 Malarija je bolest koja uzrokuje milione smrtnih sluĉajeva godišnje. U okviru 
ove doktorske disertacije analizirana je efikasnost benzo[b]tiofenskih derivata 
aminohinolina da inhibiraju rast parazita Plasmodium falciparum. Ispitana je in vitro 
antimalarijska aktivnost jedinjenja prema aseksualnim formama tri Plasmodium 
falciparum soja (D6, W2, TM91C235) i prema gametocitima u fazi V soja 3D7. Sva 
sintetisana jedinjenja su pokazala poboljšanu aktivnost prema hlorokin-rezistentnom 
soju W2 u poreĊenju sa hlorokinom (CQ). OdreĊeni broj jedinjenja se pokazao 
aktivnijim od CQ prema hlorokin-osetljivom soju D6, sa IC50 do 5 nM. Ispitana je in 
vitro toksiĉnost svih jedinjenja prema HepG2, kao i toksiĉnost najaktivnijih derivata u 
in vivo uslovima u modelu miša. Jedinjenje 77 (JK29), primenjeno oralno u dozi 160 
mg/kg/dan × 3 dana, pokazalo se kao netoksiĉno i dovelo do izleĉenja 5/5 miševa 
inficiranih parazitima Plasmodium berghei.  
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Botulinum neurotoxins are the most poisonous (biological) substances known 
and causative agents of botulism – serious and potentially fatal neuroparalytic illness. 
Recently, the majority of efforts have focused on identification of botulinum neurotoxin 
serotype A (BoNT/A) inhibitors with intracellular activity, because antibody-based 
treatments are successful only before toxin enters a neuron. In this doctoral dissertation 
synthesis and detailed evaluation of inhibitory potencies of new steroidal and 
benzo[b]thiophene 4-aminoquinoline derivatives against BoNT/A light chain (LC) and 
full length BoNT/A is reported. Both in vitro proteolytic assay and cell-based assay 
using mouse embryonic stem cell derived motor neurons (mES-MNs) were employed. 
To rationalize the inhibitory potencies of the new derivatives, structure-based docking 
simulations were performed using Schr dinger Suite 2016-4 and the modules therein.  
Using in vitro HPLC-based assay, the newly synthesized molecules have shown 
BoNT/A LC inhibition up to 85% at 20 µM and IC50 values ranging from 0.7–10.2 µM. 
Compounds tested during BoNT/A challenge in mES-MNs in preintoxication model 
were found to protect SNAP-25 protein
ii
 by up to 88% at low μM concentrations and in 
dose-dependent manner. The most effective derivatives were also tested in a post-
exposure model, where compounds were added 30 or 60 minutes following holotoxin 
administration. In both pre- and postintoxication models, dose-dependent behavior was 
observed. Compound 17 (JK141) showed 99% of SNAP-25 cleavage protection when 
administrated 30 minutes after BoNT/A.  
                                                          
ii In physiological conditions, SNAP-25 mediates fusion of neuronal membrane and vesicles containing 
neurotransmitter acetylcholine, which causes acetylcholine to be released into the synaptic cleft. Acetylcholine binds 
to the receptors on the outside of the muscle, and transmits the signal which leads to the muscle contraction. As 
SNAP-25 is cleaved by BoNT/A LC upon holotoxin endocytosis, it is very important to devise an inhibitor that 
effectuates the LC inhibition within the neuron so assuring the acetylcholine transfer. 
 
  
Detailed ADMET and pharmacokinetic studies of compound 17 (JK141) were 
done. Oral administration of 17 (JK141) was well tolerated in the mouse up to 600 
mg/kg, qd, with Cmax > 10 μM found in mice serum. To the best of our knowledge, this 
is the first example of LC inhibitors antagonizing BoNT intoxication in mouse 
embryonic stem cell derived motor neurons in a postexposure model. Further work in 
this series is strongly supported, since, so far, there are no post symptomatically 
administered LC inhibitors significantly efficacious in vivo. 
 Malaria is a severe disease causing millions of deaths each year. Here, the 
efficacy of aminoquinolines coupled to benzo[b]thiophene moiety on inhibiting 
Plasmodium falciparum parasite growth is reported. Compounds were evaluated for 
their in vitro antimalarial activity against asexual stages of three Plasmodium 
falciparum strains (D6, W2, TM91C235) and against stage V gametocytes of 3D7 
strain. All synthesized derivatives showed improved activities against chloroquine 
resistant strain W2 compared to chloroquine. Certain number of compounds also proved 
to be more active than CQ against chloroquine susceptible strain D6, with potencies 
down to IC50 = 5 nM. All compounds were evaluated for their in vitro toxicity against 
HepG2 cells. The most active derivatives were tested for toxicity in mice model. 
Compound 77 (JK29) proved to be non toxic in vivo and cured 5/5 Plasmodium berghei 
infected mice when dosed orally at 160 mg/kg/day × 3 days.  
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1. UVOD 
  
 Botulinum neurotoksini su najjaĉi biološki toksini i predstavljaju veliku pretnju 
kao lako pristupaĉni i primenjivi bojni otrovi. Izazivaju botulizam, potencijalno 
smrtonosnu neuroparalitiĉku bolest kod ljudi i ţivotinja. Osim intenzivne mehaniĉke 
ventilacije, upotreba antitela je za sada jedini odobren farmakološki pristup za leĉenje 
BoNT intoksikacije, zbog ĉega se u poslednje vreme ulaţu znaĉajni napori kako bi se 
razvili novi inhibitori.  
 Malarija je jedna od najrasprostranjenijih parazitskih bolesti na svetu. Procenjuje 
se da godišnje od malarije oboli više od 200 miliona ljudi, a oko pola miliona umre. U 
poslednje tri decenije, problem kontrole malarije je postao još izraţeniji, zbog ĉinjenice 
da je došlo do naglog porasta rezistencije parazita prema lekovima i nepovoljnih 
klimatskih promena, kao i ograniĉene upotrebe postojećih lekova usled visoke cene i 
toksiĉnosti. 
 Sinteza novih biološki aktivnih jedinjenja predstavlja izazov za svakog 
hemiĉara, a razvoj novih struktura sa unapreĊenim farmakološkim osobinama je 
kljuĉan. Imajući u vidu brojne prednosti korišćenja malih molekula kao potencijalnih 
lekova (poput stabilnosti, bioraspoloţivosti, naĉina administracije), cilj ove disertacije je 
sinteza novih steroidnih i benzo[b]tiofenskih derivata aminohinolina i ispitivanje 
njihovog antagonistiĉkog dejstva prema botulinum neurotoksinu, kao i njihove 
antimalarijske aktivnosti prema razliĉitim sojevima i formama parazita Plasmodium 
falciparum.  
 
  
 Ovaj rad se sastoji iz ĉetiri dela: 
 
 ◘ U Opštem delu dati su podaci o botulinum neurotoksinu, opisan je 
mehanizam dejstva, dat pregled literature u kojoj su opisani najnoviji inhibitori ovog 
toksina, kao i dometi u polju razvoja leka. Ukratko je prikazana trenutna situacija u 
pogledu rasprostranjenosti malarije, pregled lekova koji se trenutno koriste, kao i novih 
struktura sa obećavajućom antimalarijskom aktivnošću.  
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 ◘ U Našim radovima prikazan je dizajn i sinteza novih steroidnih i 
benzo[b]tiofenskih derivata aminohinolina, dati su rezultati ispitivanja njihove 
inhibitorne aktivnosti prema kratkom nizu botulinum neurotoksina serotipa A (BoNT/A 
LC), holotoksinu BoNT/A unutar neurona, kao i antimalarijska aktivnost 
benzo[b]tiofenskih derivata aminohinolina. Prikazana je i detaljna farmakokinetiĉka 
analiza steroidnog derivata 17 (JK141).  
 ◘ U Eksperimentalnom delu detaljno su opisani postupci sinteze svih 
jedinjenja, kao i protokoli bioloških testova. 
 ◘ U Zaključku je dat pregled najvaţnijih rezultata ostvarenih u okviru ove 
doktorske disertacije. 
 
 U Prilogu se nalaze aktivnosti jedinjenja testiranih u mES-MN; hromatogrami 
dobijeni prilikom farmakokinetiĉke analize 17 (JK141), dijagrami raspodele za 
odreĊivanje pKa, grafici odreĊivanja rastvorljivosti, grafici aktivnosti jedinjenja u BHIA 
eksperimentu. 
 Priloţen je i CD sa spektrima (NMR, IR, HRMS, GC-MS), HPLC 
hromatogramima, mikroanalizama i vrednostima optiĉke rotacije sintetisanih jedinjenja. 
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2. OPŠTI DEO 
 
 
2.1. BOTULINUM NEUROTOKSINI (BoNT) 
 
 Botulinum neurotoksini (BoNT) su proteini koje luĉi anaerobna, Gram-pozitivna 
bakterija Clostridium botulinum (slika 1), ali i manje poznati sojevi poput Clostridium 
butyricum, Clostridium baratii i Clostridium argentinense.
1
 Postoji najmanje devet 
razliĉitih serotipova: BoNT/A-G, BoNT/F5A(H)2,3 i nedavno identifikovan serotip 
BoNT/X.
4
 Do sada su to najjaĉi poznati prirodni otrovi, sa letalnom dozom kod ĉoveka 
od 1 ng/kg telesne mase. Botulinum neurotoksini ispoljavaju toksiĉnost tako što 
blokiraju oslobaĊanje neurotransmitera acetilholina iz perifernih nervnih završetaka, što 
vodi respiratornoj i mišićnoj paralizi. Svi poznati serotipovi mogu da dovedu do 
trovanja kod ljudi i ţivotinja, ali se serotip BoNT/A smatra najsmrtonosnijim, zbog ĉega 
je i najbolje ispitan.
1  
 
Slika 1. Bakterija Clostridium botulinum
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 Neuroparalitiĉki sindrom koji izazivaju ovi toksini poznat je kao botulizam i 
moţe biti prouzrokovan na nekoliko razliĉitih naĉina: unosom hrane koja sadrţi toksin, 
kontaminacijom traumatizovanog tkiva sporama Clostridium botulinum ili udisanjem 
toksina u obliku aerosola, a neretko se javlja i botulizam novoroĊenĉeta.6 Nakon što 
toksin dospe do cirkulatornog sistema, a zatim i do nervnog tkiva gde ulazi u nervne 
ćelije i blokira sprovoĊenje nervnih impulsa, dolazi do kliniĉkog ispoljavanja bolesti 
koju karakteriše ĉitav niz kliniĉkih simptoma, poput slabosti skeletne muskulature, 
zamućenog vida, oteţanog govora, gutanja i disanja. Svest je tokom bolesti oĉuvana. 
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Simptomi botulizma mogu da traju nekoliko meseci, a bolesnici osećaju slabost i do 1–2 
godine nakon trovanja. Oporavak kod odraslih osoba je najĉešće potpun, ali postoje 
sluĉajevi kada usled srĉanog zastoja i opstrukcije disajnih puteva dolazi do smrtnog 
ishoda.
1 Mnogo veću pretnju, usled izuzetno niske LD50, predstavlja upotreba botulinum 
neurotoksina u bioterorizmu,
7
 pa je tako još 1931. godine tokom japanske okupacije 
Mandţurije zatvorenicima davana hrana kontaminirana sporama C. botulinum, a 90-ih 
godina prošlog veka, nakon Zalivskog rata, Irak je proizveo 19 000 litara BoNT/A sa 
ciljem da ga koristi kao biološko oruţje.8  
 Uprkos izraţenoj toksiĉnosti, pravilna upotreba toksina u adekvatnim dozama 
našla je primenu u medicini u leĉenju raznovrsnih oboljenja. Od strane FDA (ameriĉke 
Agencije za hranu i lekove, eng. Food and Drug Administration, SAD), odobrena je 
upotreba BoNT/A za leĉenje razliĉitih tipova mišićnih spazama, poput strabizma, 
blefarospazma i cervikalne distonije. Osim toga, upotreba ovog toksina je proširena i na 
oboljenja koja nisu neuromišićnog tipa, kao što su migrena, preterano znojenje ili 
miofascijalni bol. Pod trgovaĉkim nazivom Botox, BoNT/A se intenzivno koristi u 
razliĉitim kozmetiĉkim tretmanima.9  
 
2.1.1. Struktura i mehanizam dejstva BoNT 
 
 Botulinum neurotoksini se sintetišu kao neaktivni polipeptidni niz, mase ~ 150 
kDa, koji se dejstvom intra- ili ekstracelularnih proteaza prevodi u aktivnu formu 
toksina, sastavljenu od dugog niza, mase ~100 kDa i kratkog niza, mase ~50 kDa. Dugi 
i kratki niz su meĊusobno povezani disulfidnom vezom preko aminokiselinskih ostataka 
Cys430-Cys454 (slika 2). Kratki niz (LC) je Zn
2+
-zavisna metaloproteaza i predstavlja 
katalitiĉki domen neurotoksina. Dugi niz (HC) se sastoji od dva domena – 
translokacionog i vezivnog. N-terminalni translokacioni domen formira jonske kanale u 
lipidnom dvosloju, dok je C-terminalni vezivni domen odgovoran za vezivanje toksina 
za gangliozide na površini motornih neurona.9 
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Slika 2. Struktura botulinum neurotoksina: prikaz kratkog niza koji predstavlja 
katalitiĉki domen i dugog niza koji se sastoji iz vezivnog i translokacionog domena9 
 
 Na putu do neurona, botulinum neurotoksini moraju da proĊu kroz 
gastrointestinalni trakt. Istraţivanja su pokazala da je to omogućeno formiranjem 
kompleksa sa NAP proteinima
iii
, koji se sastoje od netoksiĉnog nehemaglutininskog 
proteina
iv
 i tri hemaglutinin proteina
v
. BoNT biva osloboĊen iz kompleksa prilikom 
prelaska iz kisele u neutralnu sredinu, odnosno, iz gastrointestinalnog trakta u krvotok. 
Zaštitna uloga ovih proteina ogleda se u ĉinjenici da je oralna letalna doza kompleksa 
10–20 puta niţa od letalne doze slobodnog toksina. U suprotnom, slobodan BoNT biva 
hidrolizovan tripsinom, kao i u uslovima kisele sredine, što je dokazano u ex vivo MPN 
eseju
vi
.
10
   
 Nakon što proĊu kroz gastrointestinalni trakt i epitel, botulinum neurotoksini 
bivaju dispergovani u ekstracelularne teĉnosti, odakle dospevaju do limfnog sistema i 
cirkulacije. Ovi toksini nisu u stanju da proĊu krvno-moţdanu barijeru, pa ne 
predstavljaju pretnju za centralni nervni sistem, već njihovu glavnu metu predstavljaju 
holinergiĉni nervni završeci. Botulinum neurotoksini su visoko specifiĉni, imajući u 
vidu da se vezuju iskljuĉivo za periferne nervne završetke, i to uglavnom skeletnih i 
autonomnih nerava. Mehanizam dejstva botulinum neurotoksina odvija se u ĉetiri faze 
(slika 3): 1) vezivanje toksina za receptore na površini motornih neurona, 2) endocitoza, 
3) translokacija kratkog niza u citosol i 4) hidroliza SNARE proteinskog kompleksa 
(eng. Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment Receptor).
9,11 
                                                          
iii eng. neurotoxin-associated proteins 
iv eng. NTNHA, nontoxic non-hemagglutinin 
v eng. HA, hemagglutinin 
vi MPN esej koristi mišić hemidijafragme miša sa pridruţenim freniĉnim nervom (eng. mice phrenic nerve 
hemidiaphragm). 
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Slika 3. Mehanizam dejstva botulinum neurotoksina
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 Vezivanje za receptore – U prvoj fazi toksin se preko vezivnog domena dugog 
niza vezuje za oligosaharidnu jedinicu gangliozida na površini motornih neurona. Zatim 
sledi vezivanje za specifiĉne receptore – transmembranske proteine sinaptotagmin (Syt) 
i SV2
vii
. Ovi proteini, iako se nalaze unutar sinaptiĉke vezikule, postaju izloţeni za 
vezivanje botulinum neurotoksina nakon fuzije sinaptiĉke vezikule i presinaptiĉke 
membrane.   
 Endocitoza – Nakon sloţenog dualnog mehanizma vezivanja, toksin 
endocitozom ulazi u citosol neurona. Za BoNT/A je poznato da brzo ulazi u nervnu 
ćeliju i da je broj molekula toksina u korelaciji sa brojem SV2 molekula u membrani. 
 Translokacija – Posle endocitoze sledi proces translokacije kratkog niza (LC) iz 
sinaptiĉke vezikule u citosol neurona. Unutar endozomalne vezikule pH je niţi (~ 4,5) 
                                                          
vii protein sinaptiĉke vezikule (eng. synaptic vesicle protein) 
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zahvaljujući dejstvu protonske pumpe, koja inicira transport neurotransmitera i H+ jona 
u endozomalnu vezikulu. U uslovima kisele sredine, kratki i dugi niz prodiru u lipidni 
dvosloj membrane. Kratki niz se oslobaĊa tako što tioredoksin reduktaza-tioredoksin 
sistem (TrxR-Trx) vrši raskidanje disulfidne veze izmeĊu HC i LC. 
 Hidroliza SNARE proteina – U fiziološkim uslovima, uloga kompleksa SNARE 
proteina je da omogući fuziju vezikula koje sadrţe neurotransmiter acetilholin i 
membrane neurona (slika 3). Acetilholin se tada oslobaĊa u sinaptiĉku šupljinu i vezuje 
za mišićne receptore, omogućavajući provoĊenje nervnih impulsa i kontrakciju mišića. 
MeĊutim, posle BoNT intoksikacije, osloboĊeni kratki niz (metaloproteaza koja u 
aktivnom mestu sadrţi Zn2+), vrši hidrolizu kompleksa SNARE proteina (SNAP-25, 
sintaksin (Syn) i sinaptobrevin (VAMP
viii
)). Svaki od serotipova je specifiĉan za 
odreĊeni protein, pa tako BoNT/A i BoNT/E hidrolizuju SNAP-25, BoNT/C SNAP-25 i 
sintaksin, dok BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F i BoNT/G hidrolizuju VAMP. Posledica 
hidrolize je nagomilavanje acetilholina unutar neurona, ĉime je spreĉena egzocitoza 
acetilholina u sinaptiĉku šupljinu, što dovodi do paralize skeletne muskulature i 
muskulature unutrašnjih organa. 
 Mehanizam vezivanja kratkog niza BoNT/A za SNAP-25 je izuzetno sloţen i 
odvija se u nekoliko koraka. Na slici 4 prikazan je kompleks koji formiraju SNAP-25 i 
sintaksin (Syn). Za SNAP-25 se prvo vezuje α-egzodomen BoNT/A LC. Ovo vezivanje 
zatim indukuje vezivanje SNAP-25 za β-egzodomen, što dovodi do konformacionih 
promena formiranog kompleksa i ispoljavanja proteolitiĉke aktivnosti aktivnog mesta 
kratkog niza.
13
 Aktivno mesto kratkog niza sadrţi karakteristiĉan aminokiselinski niz 
His-Glu-Xaa-Xaa-His. Dva His i jedan Glu ostatak se koordinuju za Zn
2+, dok ĉetvrto 
koordinaciono mesto okupira molekul vode.
14
   
 
Slika 4. Vezivanje BoNT/A LC za SNAP-25
13
 
                                                          
viii eng. vesicle-associated membrane protein 
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 Uloga cinka kao enzimskog kofaktora u ispoljavanju proteolitiĉke aktivnosti, 
potvrĊena je aktivnošću poznatog helatora jona teških metala, N,N,N’,N’-tetrakis(2-
piridilmetil)etilendiamina (TPEN). TPEN dovodi do odlaganja dejstva botulinum 
neurotoksina A i B u mišićima hemidijafragme miša, ali je zbog izuzetno visoke 
toksiĉnosti u mišu odbaĉen kao potencijalni lek.15,16 Trenutno je velika paţnja 
posvećena razvoju raznovrsnih struktura kao potencijalnih inhibitora botulinum 
neurotoksina sa dejstvom u razliĉitim fazama intoksikacije.  
 
2.1.2. Inhibitori BoNT/A 
 
 2.1.2.1. Lečenje botulizma  
 Vakcina protiv botulizma postoji, ali se retko koristi usled slabe efikasnosti i 
neţeljenih efekata.6 Trenutno, jedini farmakološki pristup u leĉenju BoNT intoksikacije, 
koji je 2013. godine odobren od strane FDA, je upotreba antitela (Botulism Antitoxin 
Heptavalent, BAT).
17
 Upotreba antitela u leĉenju BoNT intoksikacije je ograniĉena 
veoma malim terapeutskim prozorom, jer antitela ne mogu da uĊu u neuronske ćelije i 
stoga su efikasna jedino na neurotoksin koji se nalazi u cirkulaciji.
18
 
  
 2.1.2.2. Mali molekuli kao inhibitori  
 Iz navedenih razloga, sve veću paţnju privlaĉe novi mali molekuli kao 
potencijalni antagonisti BoNT. U zavisnosti od faze mehanizma u kojoj deluju, 
inhibitore BoNT je moguće podeliti u nekoliko grupa: 
 ▫ Inhibitori koji sprečavaju vezivanje BoNT za receptore na površini 
neurona su polisijalovani gangliozidi GT1b koji se vezuju za toksin
19
 ili lektini biljnog 
i ţivotinjskog porekla koji se umesto BoNT vezuju za receptore.20 Mana ovih inhibitora 
je što su efikasni samo pre ulaska toksina u neurone, pa ne mogu da se upotrebe u 
terapeutske svrhe. 
 ▫ Inhibitori koji deluju u fazi translokacije kontrolišu kiselost sredine, ĉime 
spreĉavaju odvajanje kratkog niza od dugog i njegovo oslobaĊanje u citosol neurona. 
Takvi su inhibitori H
+
-ATP-aze poput bafilomicina A1
21
 ili jonofore koje povećavaju 
propustljivost membrane prema H
+
, K
+
 i Na
+
 jonima poput monensina
22
 prikazani na 
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slici 5. MeĊutim, ovi molekuli ne vrše inaktivaciju toksina, pa su sliĉno gore navedenim 
inhibitorima, dovoljno efikasni samo ukoliko se primene pre toksina ili neposredno 
posle intoksikacije. 
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Slika 5. Inhibitori translokacije koji regulišu pH unutar endozomalne vezikule 
 
 Otkriveno je da se i pojedini antimalarici hinolinske i akridinske strukture 
ponašaju kao inhibitori translokacije, spreĉavajući sniţavanje pH unutar endozomalne 
vezikule. Hlorokin, amodiakin i kinakrin prikazani na slici 6 dovode do odlaganja 
paralize mišića hemidijafragmi izolovanih iz CD-1 miševa.23  
 
N
NH
N
Cl
hlorokin (CQ)
N
NH
Cl
OH
N
amodiakin
NCl
O
NH
N
kinakrin
 
Slika 6. Antimalarici kao antagonisti BoNT/A 
 
 ▫ Blokatori K+ kanala deluju tako što utiĉu na povećanje koncentracije Ca2+ 
jona, koji dovode do prskanja vezikula sa neurotransmiterom acetilholinom. 
Najpoznatiji inhibitori koji pripadaju ovoj grupi su 3,4-diaminopiridin (3,4-DAP), 
tetraetilamonijum-bromid i neostigmin, od kojih je 3,4-DAP najefikasniji (slika 7). 
Ipak, nekoliko problema je povezano sa upotrebom ovih inhibitora za leĉenje botulizma. 
Osnovna mana je što se brzo eliminišu iz organizma, za razliku od botulinum 
neurotoksina, koji se u organizmu zadrţava i do nekoliko meseci. Osim toga, 
aminopiridini poput 3,4-DAP izazivaju izvesne toksiĉne efekte, usled ĉega se ne mogu 
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koristiti u visokim dozama. Upotreba 3,4-DAP u kombinaciji sa tetraetilamonijum-
bromidom (TEA) ili neostigminom, takoĊe se nije pokazala kao naroĉito uspešna.24  
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Slika 7. Blokatori K
+
 kanala 
 
 ▫ Inhibitori BoNT metaloproteaze su i dalje tema kojoj se pridaje najviše 
znaĉaja kada je u pitanju razvoj novih malih molekula kao inhibitora botulinum 
neurotoksina.  
 Bavari i saradnici su bili prvi koji su objavili male molekule kao inhibitore 
BoNT/A LC pri niskim μM koncentracijama i na osnovu molekulskog modelovanja 
predloţili model farmakofore. Bis-aminohinolinski derivat Q2-15 (slika 8) u in vitro 
eksperimentu pokazao je 60% inhibicije pri standardnoj koncentraciji od 20 μM. 
Predloţeno je da komponente A i B budu na taĉno odreĊenom rastojanju i da 
komponenta A sadrţi heteroatom koji bi vezivanjem za cink istisnuo katalitiĉku vodu. 
Osim dve hidrofobne komponente C i D, predloţeno je da farmakofora sadrţi i 
komponentu E, koja u sluĉaju Q2-15 predstavlja jonizabilni alifatiĉni amin.25  
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Slika 8. Bis-aminohinolinski derivat Q2-15 aktivan prema BoNT/A LC u in vitro HPLC 
eseju i predloţeni model farmakofore25 
 
 Nekoliko godina kasnije, istraţivaĉka grupa profesora Šolaje je sintetisala 
steroidne derivate aminohinolina koji su se uklapali u prošireni model farmakofore sa 
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dodatnom hidrofobnom komponentom G, koja odgovara metil-grupi u poloţaju C(13) 
kod jedinjenja 1 (slika 9). Ovo jedinjenje je u in vitro HPLC eseju pokazalo izuzetnu 
aktivnost sa IC50 = 7 μM.
26
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Slika 9. Steroidni derivat aminohinolina aktivan prema BoNT/A LC u in vitro HPLC 
eseju i predloţeni model farmakofore26 
 Ista istraţivaĉka grupa je ubrzo razvila i adamantanske derivate, kao i 
2,5-bis(4-amidinofenil)tiofenske derivate aminohinolina sa izuzetnom aktivnošću u in 
vitro eseju (slika 10).
27,28 
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Slika 10. Adamantanski i tiofenski derivati aminohinolina aktivni prema BoNT/A LC  
u in vitro HPLC eseju
 
  
 Dickerson i saradnici su testiranjem serije komercijalno dostupnih i sintetisanih 
hinolinola otkrili jedinjenje 4 prikazano na slici 11, koje je u SNAPtide eseju
ix
 pokazalo 
submikromolarnu inhibiciju (IC50 = 0,8 μM).
29
  
                                                          
ix U SNAPtide eseju se upotrebljava sintetiĉki peptid sa o-aminobenzoevom kiselinom kao fluoroforom i 
2,4-dinitrofenolom kao akceptorskom hromoforom. 
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Slika 11. Hinolinolski derivat aktivan u in vitro eseju 
 
 Izuzetne inhibitorne aktivnosti prema BoNT/A LC u in vitro esejima pokazali su 
i derivati hidroksamne kiseline
x
, razvijeni od strane Jande i saradnika. Ovi inhibitori, 
poznati kao efikasni helatori Zn
2+
, bili su prvi mali molekuli koji su pokazali aktivnost 
prema BoNT/A LC u niskim nM koncentracijama.
30
 
 Sva do sada navedena jedinjenja vrše inhibiciju BoNT/A LC kroz ostvarivanje 
nekovalentnih interakcija sa aminokiselinskim ostacima u aktivnom mestu kratkog niza 
ili kroz koordinaciju Zn
2+
. MeĊutim, zbog izuzetno dugog vremena poluţivota BoNT/A, 
teţnja za razvojem ireverzibilnih inhibitora je sve veća. Benzohinoni poput jedinjenja 
5a i 5b prikazanih na slici 12, razvijeni od strane Jande i saradnika, predstavljaju primer 
kovalentnih inhibitora koji ireverzibilno inhibiraju BoNT/A LC kroz reakciju sa Cis165 
koji se nalazi u aktivnom mestu.
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Slika 12. Kovalentni inhibitori benzohinonske strukture aktivni u in vitro eseju 
 
 Kratki niz BoNT/A, osim aktivnog mesta, poseduje dva dodatna egzodomena 
preko kojih ostvaruje interakciju sa prirodnim supstratom SNAP-25, ĉineći ih 
atraktivnim metama za dejstvo novih inhibitora. α-Egzodomen prepoznaje 
aminokiselinski fragment SNAP-25 (147-167) koji je u konformaciji α-heliksa. β-
                                                          
x Razmatrani u poglavlju 2.1.2.6.  
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Egzodomen ostvaruje interakcije sa aminokiselinama 201-204 iz β-nabrane 
konformacije proteina SNAP-25 i nalazi se u neposrednoj blizini veze koja se raskida. 
Lomofungin (slika 13), sekundarni metabolit izolovan iz Gram-pozitivne bakterije 
Streptomyces lomodensis, poseduje širok spektar biološke aktivnosti, ukljuĉujući 
antibakterijsku i antifungalnu. Osim toga, pokazano je da se ponaša kao nekompetitivni 
inhibitor BoNT/A LC, vezujući se za β-egzodomen (Ki = 6,7 μM).
32
 Kondenzovani 
aromatiĉni prstenovi, nekoliko fenolnih OH-grupa, hidrolizabilna estarska funkcionalna 
grupa, kao i potencijalno reaktivna aldehidna grupa, ĉine lomofungin nepovoljnim za 
dalja ispitivanja. Zbog toga su Janda i saradnici nedavno sintetisali još jedan inhibitor 
koji se vezuje za β-egzodomen. U pitanju je CBIP, derivat pikolinske kiseline sa IC50 = 
2,9 μM (slika 13).33 Za D-cihorinsku kiselinu (slika 13), koja pokazuje i kompetitivnu 
(Kc = 0,7 μM) i nekompetitivnu inhibiciju (Ku = 1,6 μM), pokazano je da se takoĊe 
vezuje za egzodomen, a ne za aktivno mesto. Rezultati dobijeni kada se lomofungin i D-
cihorinska kiselina primene u kombinaciji ukazuju na to da se D-cihorinska kiselina 
najverovatnije vezuje za α-egzodomen.32,34  
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Slika 13. Primeri nekompetitivnih inhibitora BoNT/A LC 
 
 Izdvojena jedinjenja ĉine samo mali deo najrazliĉitijih klasa jedinjenja koja 
pokazuju aktivnost prema BoNT/A LC. Najveći broj do sada ispitanih inhibitora ni ne 
moţe da se svrsta u grupe sa srodnim strukturnim motivima. Razlog je izuzetno 
fleksibilno aktivno mesto BoNT/A LC koje moţe konformaciono da se prilagodi i da 
primi molekule raznovrsne po obliku, veliĉini i naelektrisanju.18  
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2.1.2.3. Inhibitori koji ne utiču na glavne korake mehanizma dejstva BoNT 
 
 Osim prethodno spomenutog pristupa koji se zasniva na inhibiciji kratkog niza 
botulinum neurotoksina, u poslednje vreme paţnja se posvećuje leĉenju botulizma kroz 
inhibiciju razliĉitih procesa u motornim neuronima koji omogućavaju da doĊe do BoNT 
intoksikacije. Poznato je da sarkoma (Src) kinaze vrše fosforilaciju BoNT/A LC i time 
utiĉu na njegovu proteolitiĉku aktivnost,35 kao i da uĉestvuju u fosforilaciji samih 
SNARE proteina, procesu koji je neophodan za formiranje aktivnog SNARE 
kompleksa.
36
 Stoga, Bavari i saradnici su objavili studiju u kojoj su ispitali uticaj 
razliĉitih odobrenih inhibitora Src kinaza na proces BoNT intoksikacije u motornim 
neuronima razvijenim iz humanih embrionalnih matiĉnih ćelija (hES-MN).37 Strukture 
nekoliko ispitanih inhibitora su prikazane na slici 14. Eksperiment je izvršen tako što su 
motorni neuroni termostatirani sa inhibitorima u opsegu koncentracija 1–30 μM, a zatim 
podvrgnuti dejstvu toksina i termostatirani naredna 4 h. Ovi inhibitori su se pokazali kao 
efikasni u zaštiti SNAP-25 i VAMP-2 i to prema više serotipova: BoNT/A, B i E. 
Najaktivnije jedinjenje je bilo KX2-391, koje štiti SNAP-25 ~90% pri koncentraciji 30 
μM, dok IC50 iznosi < 1 μM. Sva jedinjenja su testirana i u in vitro HPLC eseju prema 
BoNT/A LC i pokazala su IC50 > 30 μM, što potvrĊuje da ovi inhibitori ne vrše zaštitu 
kroz inhibiciju proteolitiĉke aktivnosti, već uĉestvuju u drugim mehanizmima ćelijske 
regulacije. 
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Slika 14. Inhibitori Src kinaza 
 
 Ista grupa autora je izvršila ispitivanje male biblioteke inhibitora fosfataza i 
njihov uticaj na proces BoNT intoksikacije.
38
 Izdvojili su ĉetiri inhibitora fosfataza 
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(slika 15), koji antagonizuju BoNT/A, B i E, u hES-MN i u mES-MN (motornim 
neuronima razvijenim iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša). Njihova aktivnost raste sa 
porastom koncentracije od 0,1–20 μM, kada se primene pre intoksikacije. Jedinjenje 
koje pokazuje najbolju aktivnost prema serotipu BoNT/A je 9,10-fenantrenhinon (IC50 ~ 
0,1–1 μM).   
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Slika 15. Inhibitori fosfataza 
 Za razliku od prethodno opisanih inhibitora Src kinaza, ova jedinjenja pokazuju 
izuzetnu aktivnost i kada se primene 30 i 60 minuta posle intoksikacije. Procenat 
netaknutog SNAP-25 prikazan je na slici 16. Mogućnost da ova jedinjenja iskazuju 
aktivnost kroz inhibiciju LC je odbaĉena, imajući u vidu da IC50 vrednosti u in vitro 
HPLC eseju iznose > 20 μM. 
 
Slika 16. Zaštita SNAP-25 pomoću inhibitora fosfataza u hES-MN. Levo: jedinjenja 
dodata 30 min posle intoksikacije; desno: jedinjenja dodata 60 min posle intoksikacije
38 
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 Tioredoksin reduktaza-tioredoksin sistem (TrxR-Trx) nalazi se na citosolnoj 
strani membrane sinaptiĉke vezikule i uĉestvuje u kljuĉnom koraku ispoljavanja 
toksiĉnosti BoNT, tako što raskida disulfidne veze izmeĊu kratkog i dugog niza 
holotoksina kod serotipova A, C i E. Pokazano je da molekuli koji deluju kao inhibitori 
ovog sistema takoĊe vrše zaštitu SNAP-25 od proteolitiĉke aktivnosti BoNT/A LC u 
motornim neuronima. Na slici 17 prikazani su inhibitori tioredoksin reduktaze i 
tioredoksina, ispitani od strane Pirazzini-ja i saradnika. Od svih testiranih inhibitora 
tioredoksin reduktaze, najbolju aktivnost u cerebelarnim granularnim neuronima 
pokazao je auranofin sa IC50 ~ 0,5 μM, dok kod inhibitora tioredoksina, PX-12 i 
ebselena, IC50 vrednosti iznosi ~ 10–20 μM. Sva jedinjenja su testirana tako što su 
dodata 30 minuta pre intoksikacije.
39
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Slika 17. Inhibitori tioredoksin reduktaze i tioredoksina 
 
 Tioredoksin reduktaza kao potencijalna meta novih antagonista botulinum 
neurotoksina bila je predmet istraţivanja i Jande i saradnika.40 Derivati 
N-hidroksisukcinimida, acetil-estar 6a i terc-butilsulfinil-estar 6b testirani su u 
motornim neuronima humanih pluripotentnih matiĉnih ćelija (hiPSC) i pokazali su 
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zaštitu SNAP-25 kada se primene neposredno posle intoksikacije (slika 18). Autori su 
potvrdili da ova jedinjenja vrše inhibiciju TrxR sa IC50 vrednostima 0,71 i 5,39 μM.  
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Slika 18. Primeri ispitivanih inhibitora tioredoksin reduktaze i njihove EC50 vrednosti u 
hiPSC motornim neuronima 
 
2.1.2.4. Razvoj eseja za detekciju BoNT 
 
 In vitro eseji se intenzivno koriste kao metod za odabir potencijalnih inhibitora 
botulinum neurotoksina. Njihova prednost nad ostalim metodama se ogleda u niskoj 
ceni, efikasnosti i visokoj reproducibilnosti. Za visoko efikasne skrining eseje
xi
, kao 
najprimenjiviji pokazao se FRET esej
xii
 koji koristi SNAPtide supstrat, sintetiĉki peptid 
sa o-aminobenzoevom kiselinom kao fluoroforom i 2,4-dinitrofenolom kao 
akceptorskom hromoforom.
41
 Osim ovog eseja, ĉesto se koriste oni kod kojih se 
proteolitiĉka aktivnost odreĊuje pomoću HPLC, praćenjem proizvoda hidrolize SNAP-
25. 17-Mer HPLC esej koga su razvili Bavari i saradnici koristi sintetiĉki supstrat od 17 
aminokiselinskih ostataka (SNAP-25 (187-203), acetil-SNKTRIDEANQRATKML-
amid) i sadrţi Gln197-Arg198 vezu koja se raskida u prirodnom supstratu SNAP-25.42 
Janda i saradnici su razvili superiorniji 66-mer HPLC esej koji koristi sintetiĉki supstrat 
SNAP-25 (141-206) i sadrţi najveći deo prirodnog supstrata koji je odgovoran za 
prepoznavanje. Proizvod hidrolize je peptid od 9 aminokiselinskih ostataka, koji moţe 
da se detektuje UV ili MS analizom.
43
  
 Poslednjih godina sve veću paţnju privlaĉe razliĉiti eseji u ćelijama, zato što 
simuliraju sve najvaţnije korake u procesu intoksikacije, ukljuĉujući vezivanje 
holotoksina za površinu motornih neurona, endocitozu, translokaciju kratkog niza u 
citosol neurona i ispoljavanje njegove proteolitiĉke aktivnosti. Bez obzira na tip ćelije 
koja se koristi u tu svrhu, najĉešći metod za detekciju BoNT aktivnosti je stepen 
                                                          
xi eng. HTS, high throughput screening 
xii eng. fluorescence resonance energy transfer 
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hidrolize SNARE proteina Western blot analizom ili ELISA
xiii
 testom. Ćelijski modeli 
za detekciju BoNT se dele u tri grupe:
44
 
 ▫ Kontinualne (besmrtne) ćelijske linije – Iz ćelija raka razvijeno je nekoliko 
razliĉitih kontinualnih ćelijskih linija, poput neuro-2a (neuroblastom miša), PC12 
(feohromocitom pacova) i SH-SY5Y (neuroblastom ĉoveka). Ovakve ćelijske linije su 
jednostavne za odrţavanje i umnoţavanje, ali je njihov osnovni nedostatak što su 
nedovoljno osetljive na BoNT, pa su za postizanje adekvatne proteolize SNARE 
proteina potrebna duga inkubaciona vremena i koncentracija BoNT u nM opsegu. 
Primer je jedinjenje HD4-A3B5 koje je testirano u neuro-2a ćelijskom eseju i koje je 
pokazalo 61% zaštite SNAP-25 kada se primeni u isto vreme kada i BoNT/A holotoksin 
(slika 19).
45
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Slika 19. Primer jedinjenja testiranog u neuro-2a ćelijskom eseju 
 
 ▫ Primarni neuroni – Eksperimenti raĊeni na raznovrsnim primarnim ćelijama 
dobijenim iz embriona pileta, miša ili pacova pokazali su mnogo bolju osetljivost na 
BoNT od kontinualnih ćelijskih linija, ali je njihova mana što ih je izuzetno teško dobiti 
u dovoljnom broju. Bavari i saradnici su razvili izuzetno osetljiv esej na primarnim 
neuronima razvijenim iz embrionalnih ćelija pileta,46 koji je potom korišćen za 
evaluaciju inhibitora BoNT/A. Pokazano je da se jedinjenje NSC 95654, prikazano na 
slici 20, ponaša kao inhibitor BoNT/A LC u in vitro HPLC eseju (Ki = 1,80 μM) i štiti 
SNAP-25 ~70% pri koncentraciji 40 μM kada se primeni 1 h posle intoksikacije.47 
Prethodno spomenuti prirodni proizvod lomofungin (slika 13) u primarnim 
                                                          
xiii eng. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
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cerebelarnim neuronima pacova vrši zaštitu SNAP-25 >70% pri koncentraciji 150 μM 
kada se primeni neposredno pre toksina. EC50 iznosi 131 μM, što je oko 20 puta veća 
vrednost od njegove aktivnosti u in vitro eseju. Ovaj podatak ukazuje na znaĉaj 
korišćenja ćelija kao modela za BoNT jer predstavljaju kompleksan biološki sistem i 
daju realniju sliku mehanizma delovanja inhibitora.
32
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Slika 20. Jedinjenje testirano u primarnim neuronima razvijenim  
iz embrionalnih ćelija pileta 
 
 ▫ Embrionalne matične ćelije – Ovo su pluripotentne ćelije razvijene iz 
unutrašnje mase blastocista. Mogu da se razmnoţavaju i zamrzavaju sliĉno kontinualnoj 
ćelijskoj kulturi. Iz njih moţe dalje da se razvije bilo koji tip ćelija, ukljuĉujući i 
neurone. Imajući u vidu nedostatke korišćenja kontinualne ćelijske linije i primarnih 
neurona, Bavari i saradnici su razvili visoko selektivan model za BoNT - motorne 
neurone razvijene iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša i ĉoveka (mES-MN i hES-
MN).
37 
Pokazano je da motorni neuroni razvijeni iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša 
poseduju sva morfološka i biološka svojstva kao i motorni neuroni u in vivo uslovima, i 
što je još vaţnije, u stanju su da formiraju nervno-mišićne sinapse. Ipak, hES-MN 
predstavljaju vrlo vaţan model-sistem, što je pokazano neretkim sluĉajevima kada je 
postignuta razliĉita aktivnost u mES-MN u odnosu na hES-MN.48 U motornim 
neuronima razvijenim iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša i ĉoveka testirani su 
prethodno navedeni inhibitori Src kinaza i fosfataza (slike 14 i 15).
37,38
 Detaljnom 
pretragom literature, ustanovljeno je da je osim ovih inhibitora testirana samo jedna 
grupa LC inhibitora i to u motornim neuronima razvijenim iz matiĉnih ćelija pacova. 
Kod inhibitora 7a-c uoĉena je velika razlika u aktivnosti u in vitro eseju i u motornim 
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neuronima, u kojima su se ova jedinjenja pokazala kao toksiĉna pri koncentraciji 20 
μM, a pri niţim koncentracijama su bila potpuno neaktivna (slika 21).49 
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Slika 21. Adamantanski derivati testirani u motornim neuronima razvijenim iz matiĉnih 
ćelija pacova 
 
 Eksperimenti koji se vrše u ćelijama imaju niz prednosti nad in vitro HPLC 
esejima, koji sluţe za prvobitnu selekciju jedinjenja. Ovi eseji omogućavaju direktno 
ispitivanje aktivnosti i selektivnosti potencijalnog inhibitora, kao i indirektno 
prouĉavanje fiziĉko-hemijskih osobina poput rastvorljivosti, permeabilnosti i 
metaboliĉke stabilnosti. Jedinjenja koja pokaţu aktivnost u ovakvom eseju, kao i 
odsustvo citotoksiĉnosti, postaju glavni kandidati za dalja ispitivanja ADMET osobina i 
za in vivo studije.   
 
2.1.2.5. Ex vivo studije 
 
 Vaţan korak u daljem razvoju potencijalnih kandidata za testiranje u ţivotinjama 
predstavljaju ex vivo eksperimenti. U sluĉaju BoNT modela, razvijen je esej koji koristi 
hemidijafragmu miša i predstavlja standardni metod za merenje neuroparalitiĉke 
aktivnosti. Aktivnost jedinjenja se testira merenjem pokretljivosti mišića dijafragme 
koja je izloţena dejstvu BoNT/A. Na slici 22 prikazana su jedinjenja koja trenutno 
pokazuju najbolje rezultate u ex vivo eseju. To su inhibitori 8a-b na bazi hinolin-8-ola 
razvijeni od strane Jande i saradnika (50-60% produţavaju poluvreme paralize)50 i EGA 
koga su razvili Pirazzini i saradnici (više od dva puta produţava t1/2).
51
 EGA predstavlja 
interesantan primer inhibitora za koji je utvrĊeno da ne ispoljava aktivnost ni u jednom 
od ĉetiri glavna koraka mehanizma dejstva botulinum neurotoksina. Pretpostavlja se da 
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na neki drugi naĉin utiĉe na kretanje toksina unutar neurona, najverovatnije spreĉavajući 
da doĊe do translokacije. 
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Slika 22. Jedinjenja koja pokazuju znaĉajne aktivnosti u ex vivo eksperimentima 
 
2.1.2.6. In vivo studije
xiv
 
 
 Na slici 23 prikazana su najvaţnija jedinjenja koja su testirana u in vivo 
uslovima. Derivat hidroksamne kiseline 2,4-DCH sa IC50 = 0,4 μM i Ki = 0,3 μM u 
SNAPtide eseju,
30
 testiran je u mišu, tako što je intravenski (i.v.) administriran 0,1 mL 
rastvora 1 mM koncentracije, a zatim intraperitonealno (i.p.) ubrizgan toksin (5LD50). 
Ishod eksperimenta je svega 16% preţivelih miševa bez simptoma botulizma.45 
Lipofilnije hidroksamne kiseline, veće molekulske mase, poput jedinjenja F4H takoĊe 
su testirane kao profilaktiĉki agensi u in vivo uslovima. Ovo jedinjenje, administrirano 
i.p. u dozi 2 mg/kg, praćeno sa 5LD50 BoNT/A, omogućilo je preţivljavanje svega 10% 
miševa posle 5 dana.52 Interesantan primer predstavlja jedinjenje NSC99639, koje je 
otkriveno putem in silico pretrage i testirano u mišu bez ikakvih podataka o in vitro 
aktivnosti. Administracija je izvršena i.v., tako što je jedinjenje (u 100–4690 M višku u 
odnosu na letalnu dozu toksina) prethodno pomešano sa 1,05LD100 BoNT/A i 
termostatirano 2 h. Rezultat je bio 50% preţivelih miševa pri 1200 M višku i 100% 
preţivelih miševa pri 2400–4690 M višku, posle 6 dana. Ipak, u sluĉaju kada je 
jedinjenje administrirano neposredno posle toksina, svi miševi su umrli.53 Jedinjenje 
NA-A1B2C10, iako umereno aktivno (IC50 = 12,5 μM i 20% zaštite SNAP-25 u N2a 
ćelijama), testirano je u in vivo uslovima. Kada je administrirano i.v. (0,1 mL, 
koncentracija 2,5 M), praćeno i.p. administracijom 5LD50 BoNT/A, odloţilo je smrt za 
                                                          
xiv Tabelarni prikaz jedinjenja testiranih u in vivo uslovima dat je u Prilogu (tabela P1). 
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oko 3 h u odnosu na kontrolu, ali nije omogućilo preţivljavanje miševa.45 Jedinjenje 
ABS 252 predstavlja LC inhibitor koji pokazuje izuzetnu aktivnost u primarnim 
cerebelarnim neuronima pacova ĉak i kada se primeni 30 minuta posle intoksikacije 
(štiti SNAP-25 ~50% pri koncentraciji 20 μM i >90% pri koncentraciji većoj od 60 
μM). Ipak, i.v. administracija 1 mg ovog jedinjenja u in vivo uslovima ne dovodi do 
preţivljavanja miševa, već samo do produţetka ţivota jedan i po put u odnosu na 
kontrolu.
54
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Slika 23. Jedinjenja testirana u in vivo eksperimentima 
 
 Uprkos svim ovim pokušajima, i dalje ne postoji inhibitor BoNT/A koji se moţe 
smatrati efikasnim u in vivo modelu, pogotovo kada se primeni posle intoksikacije. 
Nedavno je Janda sa saradnicima objavio komplekse Cu(II) sa ditiokarbamatima i 
bis(tiosemikarbazonima) kao inhibitore BoNT/A LC, aktivne i u motornim neuronima 
humanih pluripotentnih matiĉnih ćelija (hiPSC). BoNT/A je ubrizgan u miševe i.p. u 
dozi 5LD50, a jedinjenja su administrirana supkutano (s.c.) posle 1 h u dozi 4,6 mg/kg. 
Pri ovakvim uslovima eksperimenta, jedinjenje Cu(GTSM) prikazano na slici 23 
takoĊe samo dovodi do produţetka ţivota u odnosu na kontrolu, ali ne i do izleĉenja.55  
 Jedinjenje Dyngo-4a prikazano na slici 24 je interesantan primer inhibitora sa 
dvostrukim mehanizmom delovanja. Prvobitno su Meunier i saradnici ustanovili da vrši 
inhibiciju dinamina, GTPaze odgovorne za odvajanje novoformirane vezikule sa 
toksinom u procesu endocitoze.
56
 Nekoliko godina kasnije, Janda sa saradnicima je 
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utvrdio da se ovo jedinjenje ponaša i kao LC inhibitor. Jedinjenje se pokazalo neaktivno 
u SNAPtide eseju, ali je pokazalo aktivnost u 66mer eseju, kao kompetitivni inhibitor sa 
Ki = 0,32 μM, ukazujući time na mogućnost vezivanja za egzodomene BoNT/A. Ovo 
jedinjenje je trenutno jedini mali molekul koji pokazuje aktivnost kada se primeni posle 
intoksikacije. Administrirano i.p. u dozi 50 mg/kg 3 h posle toksina (5LD50, i.p.) 
omogućava preţivljavanje 30% miševa posle 24 h.57  
 
             
Slika 24. Preţivljavanje zaraţenih miševa pod dejstvom Dyngo-4a57 
 
 Nedavno su razvijeni i peptidni inhibitori, koji se smatraju najefikasnijim 
inhibitorima BoNT/A u in vivo uslovima do sada. Njihova prednost u odnosu na male 
molekule leţi u tome što su zbog veliĉine u mogućnosti da istovremeno izvrše inhibiciju 
i aktivnog mesta BoNT/A LC, ali i drugih vezivnih mesta preko kojih LC stupa u 
interakciju sa SNAP-25. Dizajn ovih inhibitora je izvršen prema supstratu kratkog niza, 
odnosno prema segmentu SNAP-25(80-196). Polipeptidni inhibitor R12-R1-RGF 
(oligoarginin-SNAP-25(80-196) sa RGF na C terminusu), pomešan sa 4LD50 BoNT/A 
LC 30 minuta pre administracije, omogućava preţivljavanje svih miševa (slika 25).58 
 
 
Slika 25. Polipeptidni inhibitor R12-R1-RGF u in vivo uslovima
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 Poznato je da antitela kao potencijalni terapeutici gube efikasnost nakon što 
toksin uĊe u neuron, odnosno, mogu da se primene jedino na toksin koji se nalazi u 
cirkulaciji. S druge strane, mana malih molekula je izuzetno kratko vreme poluţivota, u 
odnosu na zadrţavanje BoNT u organizmu, koje moţe da traje i do nekoliko meseci. 
Zbog toga su Janda i saradnici došli na ideju o kombinovanoj terapiji, odnosno o 
upotrebi antitela zajedno sa 3,4-diaminopiridinom (3,4-DAP), poznatim blokatorom K
+
 
kanala. Sa slike 26 se jasno vidi da administracija antitela ili 3,4-DAP-a nezavisno ne 
dovodi do izleĉenja. MeĊutim, primenom kombinovane terapije (antitelo administrirano 
2 h posle toksina, a 3,4-DAP u dozi 10 mg/kg administriran 3 h posle toksina), 50% 
miševa ostaje ţivo do kraja eksperimenta (5000 min).59 
 
  
Slika 26. Kombinovana terapija antitela i 3,4-DAP-a
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 Za uspešno lečenje BoNT intoksikacije neophodno je da inhibitori dospeju do 
nervno-mišićne šupljine i da uđu u neuron, zbog čega je ključno da se ispita 
bioraspoloživost potencijalnog leka. In vitro ADMET parametri poput rastvorljivosti, 
mikrozomalne stabilnosti, permeabilnosti i vezivanja za proteine plazme su osnova za 
odabir jedinjenja sa potencijalno dobrim farmakokinetičkim osobinama. Od svih do 
sada testiranih jedinjenja u in vivo eksperimentima, jedinjenje F4H (prikazano na slici 
23) je jedno od retkih za koje je izvršena farmakokinetička analiza. Kada se administrira 
intraperitonealno u dozi 2 mg/kg, maksimalna koncentracija u krvi iznosi 1,3 μM, a T1/2 
= 6,5 h.
52 Imajući u vidu ovu bioraspoloživost, prethodno navedeni rezultat in vivo 
eksperimenta nije iznenađujuć (10% preživelih miševa). 
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2.2. MALARIJA 
 
 Malarija je jedna od najrasprostranjenijih parazitskih bolesti u svetu, koja 
zahvata tropske i suptropske regije Afrike, jugoistoĉne Azije i oblasti reke Amazon. 
Prema proceni Svetske zdravstvene organizacije (eng. WHO, World Health 
Organization) u 2016. godini od malarije je obolelo 216 miliona ljudi, od toga 445 000 
sluĉajeva sa smrtnim ishodom.60 Zbog sve većeg širenja malarije usled pojave 
rezistentnih sojeva Plasmodium parazita i nepovoljne promene klimatskih uslova, 
postoji velika potreba za razvojem novih lekova koji bi bili jeftini i lako dostupni, 
posebno u veoma siromašnim delovima sveta, efikasni prilikom oralne administracije i 
koji bi pokazivali dobru toleranciju. 
 
2.2.1. Plasmodium paraziti 
 
 Uzroĉnici malarije kod ĉoveka su paraziti iz roda Plasmodium – jednoćelijski 
organizmi koji ne mogu da preţive izvan domaćina. Postoji pet razliĉitih vrsta parazita 
infektivnih za ljude: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae i P. knowlesi. 
Najozbiljniji oblik malarije izazivaju paraziti P. falciparum, koji su u 2016. godini bili 
odgovorni za >99% sluĉajeva infekcije u Podsaharskoj Africi.60,61  
 
2.2.2. Ciklus malarijskog parazita 
 
 Zajedniĉko za sve vrste Plasmodium parazita je ţivotni ciklus koji se odvija kroz 
dve faze: aseksualnu fazu odnosno šizogoniju, koja se sastoji iz preeritrocitne i 
eritrocitne faze i seksualnu fazu odnosno sporogoniju (slika 27). Šizogonija se odvija u 
prelaznom domaćinu (ĉoveku), dok se sporogonija odvija u definitivnom domaćinu 
(komarcu).  
 Infekcija zapoĉinje ubodom ţenke komarca roda Anopheles, koji u krvotok 
ĉoveka unosi parazite u formi sporozoita. Sporozoitima je potrebno oko 60 minuta da 
stignu do jetre, gde zapoĉinje preeritrocitna faza šizogonije. Ova faza traje od 8 do 25 
dana, u zavisnosti od vrste Plasmodium parazita. Sporozoiti sazrevaju u hepatocitima i 
oslobaĊaju se u krvotok u vidu merozoita, koji se potom vezuju za specifiĉne receptore 
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na površini eritrocita i ulaze u njih. Na taj naĉin zapoĉinje eritrocitna faza šizogonije 
tokom koje se merozoiti brzo razmnoţavaju, prolazeći kroz forme prstena (eng. ring), 
trofozoita i šizonta. Posledica je pucanje eritrocita i oslobaĊanje merozoita koji 
napadaju nove eritrocite. Deo merozoita se u eritrocitima razvija u muške i ţenske polne 
ćelije – gametocite. Ako bolesnika u ovoj fazi ubode ţenka komarca roda Anopheles 
zapoĉinje seksualna faza malarijskog parazita. U ţelucu komarca gametociti se 
oslobaĊaju iz eritrocita i transformišu u zigote, a potom u ookinete. One dalje migriraju 
kroz zid creva i formiraju oociste u kojima se razmnoţavaju sporozoiti. Posle pucanja 
oociste, osloboĊeni sporozoiti dospevaju do pljuvaĉnih ţlezda komarca, koji ih novim 
ubodom prenosi u ĉoveka, ĉime zapoĉinje novi ciklus malarijskog parazita. Iz prethodno 
navedenog proizilazi da je faza sporogonije neophodna za dalje prenošenje malarije.61,62 
 
 
Slika 27. Ciklus malarijskog parazita
61 
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 Unutar malarijskog parazita nalazi se hranljiva vakuola, organela u kojoj se 
odigrava katabolizam hemoglobina. Peptidaze vrše hidrolizu hemoglobina do 
pojedinaĉnih aminokiselina, koje su neophodne za ishranu parazita. Osim 
aminokiselina, kao proizvod razgradnje hemoglobina nastaje feroprotoporfirin IX, koji 
se oksiduje do feriprotoporfirina IX. Feriprotoporfirin IX je toksiĉan za parazita, zato 
što moţe da izvrši lizu membrane, da dovede do generisanja reaktivnih kiseoniĉnih vrsta 
(ROS) i izvrši inhibiciju mnogih drugih procesa. Stoga, parazit vrši detoksikaciju 
konverzijom feriprotoporfirina IX u kristalni hemozoin, odnosno malarijski pigment.
63
 
 
2.2.3. Klinička slika malarije 
 
 Iako se malarija najĉešće prenosi ubodom komarca, ĉovek se moţe inficirati i 
putem transfuzije krvi, korišćenjem zaraţenih igala ili transplacentno. Malariĉni 
paroksizam, koji poĉinje 10 do 15 dana posle uboda inficiranog komarca, povezan je sa 
umnoţavanjem parazita unutar crvenih krvnih zrnaca, a prvi simptomi su povezani sa 
pucanjem eritrocita i oslobaĊanjem merozoita u krvotok. Malariĉni napad zapoĉinje 
glavoboljom, bolom u kostima i ostalim simptomima nalik prehladi. Sledi stadijum 
groznice koji traje 15 do 60 minuta, a potom dolazi do febrilnog stadijuma sa telesnom 
temperaturom preko 40 °C, koji traje 2-4 h. Malariĉni napadi se ponavljaju u pravilnim 
intervalima, ali razliĉito u zavisnosti od vrste parazita. Dugotrajna infekcija malarijskim 
parazitom bilo koje Plasmodium vrste moţe dovesti do oštećenja jetre i slezine, usled 
deponovanja nerastvornog malarijskog pigmenta (hemozoina). Najteţi kliniĉki oblik 
malarije izazivaju paraziti P. falciparum koji mogu da inficiraju preko 50% eritrocita i 
koji mogu da izazovu cerebralnu malariju kao najozbiljniju komplikaciju bolesti. 
Prelazak parazita kroz krvno-moţdanu barijeru vodi nagomilavanju parazita u 
moţdanim kapilarima, što dovodi do kome, a potom i do smrti.61  
 
2.2.4. Razvoj antimalarika i pojava rezistencije 
 
 Podela antimalarika moţe da se izvrši prema strukturi, mehanizmu delovanja ili 
fazi ciklusa malarijskog parazita u kojoj ispoljavaju svoje dejstvo. Prema strukturi i 
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mehanizmu dejstva poznati antimalarici koji su bili u upotrebi ili se i dalje koriste mogu 
da se razvrstaju u najmanje 8 razliĉitih grupa prikazanih na slici 28. 
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Slika 28. Antimalarici podeljeni u 8 grupa prema strukturi i mehanizmu delovanja 
 
 Lekovi koji se u današnje vreme koriste za leĉenje malarije su jedinjenja 
izolovana iz biljaka ĉija su lekovita svojstva poznata već vekovima – artemizinin, 
izolovan iz biljke Artemisia annua i kinin, izolovan iz Cinhona drveta. Pored ovih 
lekova, razvijeni su brojni sintetiĉki derivati, koji su dugo bili veoma efikasni i jeftini, 
poput hlorokina i sulfadoksin-pirimetamina, u terapeutske i profilaktiĉke svrhe, sve do 
pojave rezistencije na hlorokin krajem 60-ih godina prošlog veka. Smatra se da je glavni 
uzrok rezistencije parazita na hlorokin mutacija pfcrt gena koji kodira PfCRT protein - 
transporter preko kog dolazi do izbacivanja hlorokina iz hranljive vakuole, za koju se 
smatra da je mesto gde hlorokin ispoljava antimalarijsko dejstvo.
64
 Brzina širenja 
hlorokin-rezistentnih sojeva uticala je na uvoĊenje kombinovanih terapija najĉešće 
razliĉitim analozima meflokina, atovakona i artemizinina (artemetar, artesunat, 
dihidroartemizinin i drugi peroksidni antimalarici).
65
 MeĊutim, duţ granice Kambodţa-
Tajland uveliko je registrovana rezistencija prema kombinovanim terapijama 
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artemizinina, upravo zbog nekontrolisanog korišćenja artemizinina kao 
monoterapeutika.
66,67
 Strukture spomenutih lekova prikazane su na slici 28. 
2.2.5. Različiti mehanizmi inhibicije  
 
Jedan od prihvaćenih mehanizma dejstva aril-aminoalkohola i 4-
aminohinolina je njihovo nagomilavanje u hranljivoj vakuoli parazita, gde inhibiraju 
formiranje hemozoina iz hematina
xv, koji je toksiĉan za parazita (slika 29).  
 
 Slika 29. Mehanizam dejstva hlorokina
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Hlorokin je tercijarni amin koji slobodno difunduje kroz membranu hranljive 
vakuole. U kiseloj sredini hlorokin se protonuje i u tom obliku ne moţe da napusti 
vakuolu. Usled nagomilavanja hlorokina, dolazi do povećanja pH vrednosti, usled ĉega 
se remeti formiranje hemozoina iz hematina.
69
 Hlorokin se ponaša kao krvni 
šizonticidxvi i deluje na aseksualne eritrocitne forme. Primenjuje se oralno u ukupnoj 
dozi od 25 mg/kg tokom tri dana kao fosfatna so. Apsorpcija je efikasna i maksimalna 
koncentracija u plazmi se dostiţe u toku 2–3 h. Detekcija hlorokina i njegovih 
metabolita u plazmi je moguća i do 2 meseca posle administracije.70 
Za 8-aminohinoline, poput primakina (slika 28), mehanizam dejstva i dalje nije 
razjašnjen. Jedna od pretpostavki je da dovodi do generisanja reaktivnih kiseoniĉnih 
vrsta (ROS) koje su toksiĉne za parazita.71  
                                                          
xv Hematin je feriprotoporfirin IX-hidroksid. 
xvi Deluje na razliĉite forme parazita u krvotoku. Naziv potiĉe od naziva parazita u formi šizonta (slika 27). 
30 
 
Deferoksamin (slika 28), predstavnik helirajućih agenasa, ispoljava svoje 
dejstvo tako što koordinuje gvoţĊe unutar malarijskog parazita. Ipak, njegova upotreba 
je ograniĉena zbog toga što izuzetno sporo prodire u inficirane eritrocite i zato što je 
potrebna intravenska administracija.
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Peroksidni antimalarici, poput artemizinina, uĉestvuju u nizu reakcija sa Fe2+ 
reakcionim vrstama. Posledica je nastajanje radikala RO

 i R

, koji adicijom na 
esencijalne enzime parazita mogu da zaustave njihovu funkciju ili da izazovu 
peroksidaciju membrana i njihovu rupturu i tako ispolje toksiĉnost (Slika 30).73  
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Slika 30. Oksidativno raskidanje peroksidne veze i formiranje slobodnoradikalskih 
vrsta
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 Najvaţniji antifolatni lekovi protiv malarije su pirimetamin i sulfadoksin (slika 
28). Ustanovljeno je da pirimetamin vrši inhibiciju dihidrofolat-reduktaze (DHFR), koja 
ĉini bifunkcionalni protein sa timidilat-sintazom (TS). S druge strane, meta sulfa-lekova 
je dihidropteroat-sintaza (DHPS) iz bifunkcionalnog proteina sa hidroksimetilpterin-
pirofosfokinazom (HPPK). DHPS je protein koji se nalazi samo u parazitu, za razliku 
od DHFR, koji je karakteristiĉan i za ĉoveka i za parazita i uĉestvuje u regulaciji 
koliĉine tetrahidrofolata u ćelijama, koji je vrlo vaţan za sintezu nukleotida DNK.75 
 Atovakon pripada grupi naftohinona (slika 28). Predstavlja strukturni analog 
koenzima Q i utiĉe na inhibiciju transfera elektrona, što dovodi do gubitka 
membranskog potencijala mitohondrije. Osim toga, ometa i biosintezu pirimidina. 
Inhibicija ova dva procesa dovodi do smrti parazita. Na ovaj naĉin, respiratorni lanac 
ĉoveka nije ugroţen, što govori o selektivnosti leka koja se javlja kao posledica razlike 
u strukturi izmeĊu koenzima ĉoveka i parazita. Mitohondrija predstavlja metu delovanja 
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i pojedinih antibiotika. Tetraciklin (slika 28) se vezuje za 30S ribozom u mitohondriji i 
inhibira sintezu proteina, spreĉavajući vezivanje amino-acil-tRNK za akceptorsko mesto 
na iRNK-ribozom kompleksu, što onemogućava vezivanje novih aminokiselina za 
rastući peptid.75 
 Osim ovih mehanizama dejstva, u skorije vreme otkriveno je nekoliko enzima 
koji se smatraju potencijalnim metama delovanja novih antimalarika. Takvi su P. 
falciparum enoil-ACP reduktaza,
76
 sintetaza masnih kiselina (PfFAS),
77
 N-
miristoiltransferaza (NMT),
78
 heksozni transporter (PfHT1),
79
 serin-hidroksimetil-
transferaza (SHMT),
80
 histon-deacetilaza
81
 i mnogi drugi. Na slici 31 prikazano je 
nekoliko inhibitora razliĉitih enzima malarijskog parazita. Iako se ne moţe sa 
sigurnošću tvrditi da je antimalarijska aktivnost prikazanih molekula posledica 
iskljuĉivo inhibicije prethodno spomenutih enzima, pronalaţenje novih inhibitora je vrlo 
vaţno za ispitivanje funkcija enzima i prouĉavanje metaboliĉkih puteva.  
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Slika 31. Primeri inhibitora razliĉitih enzima malarijskog parazita 
 
2.2.6. Podela antimalarika prema fazi ciklusa malarijskog parazita u kojoj deluju 
 
 Ciklus malarijskog parazita je izuzetno sloţen i da bi se bolest potpuno 
eliminisala potrebno je da se svaka pojedinaĉna faza razmotri kao potencijalna meta 
delovanja lekova. Od posebne vaţnosti su oni lekovi koji deluju u više faza ciklusa. 
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 2.2.6.1. Antimalarici koji deluju u fazi jetre  
 
 Tokom uzimanja krvnog obroka, komarac unese parazite u krvotok ĉoveka. Već 
u toku jednog sata oni migriraju do jetre gde se dalje razmnoţavaju pre nego što uĊu u 
eritrocitnu fazu. Lekovi koji deluju u fazi jetre (asimptomatska faza) su od izuzetne 
vaţnosti za suzbijanje bolesti kao profilaktiĉki agensi, jer se simptomi malarije javljaju 
tek kada paraziti napadnu eritrocite.
82
  
 Pokazano je da antifolatni lek – pirimetamin (slika 28), koji je neko vreme posle 
pojave rezistencije na hlorokin intenzivno korišćen u kombinaciji sa sulfadoksinom, 
deluje u asimptomatskoj fazi razvoja parazita. Primenjen oralno na C57BL/6 miševe, 
spreĉava nastajanje aseksualnih formi parazita u 9/9 miševa, za razliku od kontrole gde 
je parazitemija zabeleţena već trećeg dana posle inokulacije sporozoita.83  
 Plasmodium vivax je najzastupljenija vrsta malarijskog parazita izvan Afrike i 
predstavlja posebnu opasnost zbog moguće reaktivacije infekcije usled aktiviranja 
uspavanih hipnozoita u jetri. Jedina kliniĉka terapija koja se primenjuje u ovim 
sluĉajevima je primakin (slika 28), predstavnik 8-aminohinolina (22,5–30 mg/dan, 14 
dana). Ipak, primakin je poznat po tome da izaziva hemolitiĉku anemiju kod bolesnika 
sa deficijencijom glukoza-6-fosfatdehidrogenaze, zbog ĉega je potraga za novim, 
netoksiĉnim lekovima koji se lako administriraju sve veća.84 
 Nedavno su u grupi profesora Šolaje sintetisani prvi 4-aminohinolinski i 
peroksidni derivati aktivni u fazi jetre (slika 32). Istovremeno, prikazani 4-
aminohinolinski derivat 10 pokazuje aktivnost u in vivo uslovima u Thomson-ovom 
modelu.
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Slika 32. 4-aminohinolinski i peroksidni derivati aktivni u fazi jetre 
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2.2.6.2. Antimalarici koji deluju u eritrocitnoj fazi  
  
 Krvni šizonticidi deluju na razliĉite forme parazita u krvotoku i predstavljaju 
najznaĉajniju i najispitaniju grupu antimalarika. Ovoj grupi lekova pripadaju već 
spomenuti hlorokin, kinin, meflokin, pirimetamin, sulfadoksin, tetraciklin i mnogi drugi 
(slika 28).  
 Potraga za novim raznovrsnim strukturama koje će pokazivati bolju aktivnost i 
prevazići problem rezistencije najzastupljenijih Plasmodium sojeva na postojeće lekove 
se nastavlja. Optimizacijom strukture 3-hidroksi-N’-arilidenpropanhidrazonamida 
dobijeni su novi derivati sa nanomolarnom aktivnošću prema višestruko osetljivom soju 
P. falciparum 3D7, koji pokazuju aktivnost i u in vivo uslovima (10 mg/kg × 4 dana, 
slika 33).
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Slika 33. Novi 3-hidroksi-N’-arilidenpropanhidrazonamid sa antimalarijskom 
aktivnošću u eritrocitnoj fazi i u in vivo uslovima 
 
 Novi pirido[1,2a]benzoimidazoli nedavno razvijeni od strane Chibale i saradnika 
pokazali su dobru aktivnost u in vitro uslovima prema hlorokin-osetljivom NF54 i 
višestruko rezistentnom soju K1. Jedinjenje 13 prikazano na slici 34 u in vivo modelu 
dovodi do izleĉenja 3/3 miša inficirana parazitima P. berghei kada se primeni u dozi 
30 mg/kg × 4 dana. Grupa jedinjenja sliĉne strukture pokazala se metaboliĉki stabilna 
pri oralnoj administraciji. Osim toga, pokazuju dobre aktivnosti i u fazi jetre, kao i 
prema gametocitima, što ih ĉini potencijalnim kandidatima za pretkliniĉka ispitivanja.87  
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Slika 34. Novi pirido[1,2a]benzoimidazol sa in vitro i in vivo antimalarijskom 
aktivnošću  
 
 Spiroindolon NITD609 koji se nalazi u II fazi kliniĉkih ispitivanja prikazan je 
na slici 35. Pokazuje izuzetnu aktivnost prema parazitima u aseksualnoj eritrocitnoj fazi, 
i to prema višestruko rezistentnom soju K1, kao i prema hlorokin-osetljivom soju NF54. 
Ostvaruje aktivnost u in vivo uslovima kada se primeni u dozi 30 mg/kg × 3 dana. Osim 
toga, nije zanemarljiva ni aktivnost ovog jedinjenja prema seksualnoj fazi parazita. 
Prema predloţenom mehanizmu, jedinjenje NITD609 vrši inhibiciju membranskog 
transportera PfATP4, što drastiĉno povećava koncentraciju Na+ jona i dovodi do smrti 
parazita.
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Slika 35. Spiroindolon NITD609, aktivan prema parazitima u aseksualnoj eritrocitnoj 
fazi, kao i u in vivo uslovima 
 
2.2.6.3. Antimalarici koji blokiraju transmisiju 
 
 Lekovi koji spreĉavaju transmisiju deluju tako što ubijaju zrele gametocite 
formirane u domaćinu ili tako što zaustavljaju njihovo dalje razmnoţavanje u komarcu. 
To podrazumeva da dovoljna koliĉina leka bude preuzeta od strane komarca prilikom 
uzimanja krvnog obroka i da dospe do njegovog ţeluca. U domaćinu gametociti prolaze 
kroz nekoliko faza, pri ĉemu samo gametociti u fazi V mogu da inficiraju komarca. Kod 
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P. falciparum zreli gametociti se pojavljuju već posle ~12 dana od pojave simptoma i 
cirkulišu u krvotoku gde se zadrţavaju i do 22 dana.82 Većina do sada odobrenih 
antimalarika je uglavnom aktivna samo prema eritrocitnim formama parazita i prema 
gametocitima u fazi III i IV, što nikada ne dovodi do potpune eliminacije zrelih 
gametocita. Osim toga, ustanovljeno je da neki lekovi poput hlorokina
89
 i sulfadoksin-
pirimetamina
90
 indukuju gametocitogenezu i povećavaju broj transmisija i novih 
infekcija. Trenutno, jedini lek koji je efikasan protiv gametocita je primakin (slika 28), 
koji je preporuĉen od strane WHO u jednoj dozi od 0,25 mg/kg zajedno sa ACTxvii za 
sve bolesnike kod kojih je parazitološki potvrĊena malarija, osim za trudnice i decu 
mlaĊu od godinu dana.91 Ipak, zbog poznate toksiĉnosti primakina, potraga za novim 
lekovima koji suzbijaju transmisiju je sve veća. Na slici 36 prikazana su neka od 
malobrojnih jedinjenja koja deluju u ovoj fazi ciklusa malarijskog parazita. Metilensko 
plavo ispoljava gametocitocidnu aktivnost i u in vitro
92
 i u in vivo
93
 uslovima. Jedinjenje 
DDD107498 takoĊe znaĉajno utiĉe na formiranje oocista u komarcu. Kada se testira u 
SMFA eseju
xviii
,
94
 EC50 vrednosti iznose 1,8 nM (kada se jedinjenje primeni 24 h pre 
hranjenja komarca) i 10 nM (kada se jedinjenje primeni u trenutku hranjenja).
95
 Torin 
2, poznati inhibitor mTOR kinaze, dovodi do potpune redukcije oocista u ţelucu 
komarca kada se testira u modelu miša u dozi 4 mg/kg (dve doze sa razmakom od 3 h). 
Eksperiment se izvodi tako što se inficirani miševi tretiraju jedinjenjem, a zatim se 
komarcima vrsta Anopheles stephensi omogući hranjenje krvlju zaraţenih miševa.96 
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Slika 36. Primeri jedinjenja sa gametocitocidnom aktivnošću 
 
                                                          
xvii Kombinovana terapija artemizininom i drugim lekovima. 
xviii Esej kojim se odreĊuje sposobnost jedinjenja da blokira transmisiju izmeĊu ĉoveka i komarca (eng. standard 
membrane feeding assay). 
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 Zbog strukturne sliĉnosti sa torinom 2, nedavno je razvijena serija 
imidazo[4,5-c]hinolin-2-ona i ispitana njihova aktivnost prema aseksualnoj fazi parazita 
soja 3D7, prema gametocitima u fazi III–V, kao i HepG2 toksiĉnost. Na slici 37 
prikazano je jedinjenje koje je pokazalo izuzetnu aktivnost i nisku toksiĉnost.97  
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Slika 37. Novi derivat aktivan prema fazi III–V gametocita  
 
 (+)-Usninska kiselina je sekundarni metabolit pronaĊen u lišajevima za koji se 
ispostavilo da pokazuje mikromolarnu antimalarijsku aktivnost u eritrocitnoj fazi, ali i u 
fazi jetre.
98
 U cilju poboljšanja antimalarijske aktivnosti, povećanja rastvorljivosti i 
smanjenja toksiĉnosti same usninske kiseline, sintetisani su razliĉiti enaminski derivati. 
Neki od njih su prikazani na slici 38. Derivat ME80 pokazao je odliĉnu in vitro 
aktivnost prema P. falciparum K1 soju sa IC50 = 1,4 nM,
99
 dok su derivati PS4, BT37 i 
BT122 u SMFA eseju pokazali izuzetnu aktivnost (inhibiraju nastanak oocista u ţelucu 
komarca 99,3–100% pri koncentraciji 250 μg/mL). Dodatno, za jedinjenja BT37 i 
BT122 odreĊene su IC50 vrednosti koje iznose 97–142 μM i 35–234 μM.
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Slika 38. (+) – Usninska kiselina i njeni derivati  
  
 
 
 
 
37 
 
3. NAŠI RADOVI 
 
3.1. Dizajn novih steroidnih i benzotiofenskih derivata aminohinolina  
 
 Cilj ovog rada je sinteza novih steroidnih i benzo[b]tiofenskih
xix
 derivata 
aminohinolina i ispitivanje njihove inhibitorne aktivnosti prema BoNT/A i prema 
proliferaciji parazita Plasmodium falciparum. Stoga je prvobitno izvršen dizajn novih 
derivata, shodno saznanjima dobijenim detaljnom pretragom literature i našim 
prethodnim rezultatima u ovim oblastima.  
 
3.1.1. Molekulsko modelovanje novih derivata aminohinolina kao inhibitora 
BoNT/A LC 
 
 Doking simulacije novih steroidnih i benzotiofenskih derivata aminohinolina 
izvršene su pomoću programa Schrödinger Suite 2016-4,101 dok su dijagrami sa 
interakcijama liganada u aktivnom mestu enzima dobijeni u programima Schrödinger 
Suite 2016-4 i 2017-1. Struktura BoNT/A LC metaloproteaze, dobijena X-ray 
kristalografijom, preuzeta je iz PDB
xx
 (PDB:3DS9).
102
 
 
 3.1.1.1. Steroidni derivati aminohinolina 
 
 Naša prethodna istraţivanja u oblasti steroidnih derivata aminohinolina kao 
inhibitora BoNT/A, dovela su do otkrića bis-aminohinolinskih derivata, koji pokazuju 
izuzetne aktivnosti u in vitro HPLC proteolitiĉkom eseju. Ova jedinjenja vrše inhibiciju 
BoNT/A LC u vrednosti 90–97%, sa Ki vrednostima u opsegu 0,103–0,389 μM 
(slika 39).
101
  
                                                          
xix U daljem tekstu se upotrebljava skraćeni termin benzotiofen. 
xx eng. Protein Data Bank 
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Slika 39. Bis-aminohinolinski steroidni derivati koji pokazuju aktivnost  
prema BoNT/A LC  
 
 Molekulskim modelovanjem bis-aminohinolinskih derivata steroida u aktivnom 
mestu BoNT/A LC, izdvojeno je nekoliko strukturnih motiva za koje se smatra da su 
kljuĉni za visoku inhibitornu aktivnost – amino-grupa u poloţaju C(3), acetoksi-grupa u 
poloţaju C(7), amino-grupa u poloţaju C(24) i aminohinolinska strukturna jedinica 
povezana mostom za C(24) poloţaj (slika 39). Na slici 40 prikazane su osnovne 
interakcije koje α-C(3) izomer 15 (DOJK09-D) ostvaruje u aktivnom mestu BoNT/A 
LC. Jedinjenje 15 (DOJK09-D) je u našem prethodnom istraţivanju pokazalo 95% 
inhibicije BoNT/A LC i Ki = 0,285 μM.
101
  
 
 
Slika 40. Vezivanje bis-aminohinolinskog derivata 15 (DOJK09-D) za aktivno mesto 
BoNT/A LC. Prikazane su specifiĉne interakcije liganda sa enzimom na pH 7,0±1,0.101 
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 U potrazi za strukturom koja bi mogla da bude potencijalni lek, potrebno je da se 
sagleda nekoliko osnovnih faktora koji bi mogli da utiĉu na njegov razvoj od prvobitnog 
istraţivanja do kliniĉkih testova. Prethodno spomenuti bis-aminohinolinski derivati su 
dobijani kao smeša α- i β-C(3) diasteromera, koji su potom razdvajani višestrukom flash 
hromatografijom. Sinteza ovih jedinjenja i razdvajanje diastereomernih smeša 
predstavlja ozbiljan sintetiĉki poduhvat, a osim toga, poznato je da jedinjenja sa 
molarnom masom > 900 mogu da imaju poteškoće da stignu do ţeljene mete u 
organizmu. Stoga je jedan od vaţnih ciljeva našeg istraţivanja bio pojednostavljenje 
strukture. 
 Osim spomenutih bis-aminohinolinskih derivata, izuzetne aktivnosti prema 
BoNT/A LC pokazali su i mono-aminohinolinski derivati, takoĊe objavljeni u našoj 
prethodnoj studiji. Modelovanjem ovih jedinjenja uoĉene su sliĉne interakcije sa 
aminokiselinama iz aktivnog mesta BoNT/A LC, koje su prikazane na primeru 
jedinjenja 16 (slika 41).
101
 U in vitro HPLC proteolitiĉkom eseju, jedinjenje 16 ostvarilo 
je IC50 = 0,81 μM i Ki = 3,22 μM, dok je u primarnim spinalnim neuronima embriona 
pileta pokazalo zaštitu SNAP-25 77% pri koncentraciji 30 μM.101  
 
Slika 41. Vezivanje mono-aminohinolinskog derivata 16 za aktivno mesto BoNT/A LC. 
Prikazane su specifiĉne interakcije liganda sa enzimom na pH 7,0±1,0.101 
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Kao jedan od ciljeva ovog rada postavljena je sinteza novih steroidnih derivata koji 
u poloţaju C(3) imaju primarnu amino-grupu, razliĉite diaminoalkil-mostove izmeĊu 
steroidnog i aminohinolinskog dela strukture, kao i razliĉito supstituisano hinolinsko 
jezgro (slika 42). Alifatiĉni nizovi, posebno ona mesta koja se nalaze u susedstvu azota, 
smatraju se metom brojnih enzima,
103,104
 koji dovode do alfa-hidroksilacije, a zatim i do 
generisanja potencijalno toksiĉnih metabolita (aldehida). Oĉekuje se da mono-
aminohinolinski derivati pokazuju bolju metaboliĉku stabilnost u odnosu na bis-
aminohinolinske derivate zbog posedovanja samo jednog alifatiĉnog diaminoalkil-niza. 
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Slika 42. Struktura jedinjenja 15 (DOJK09-D) sa naznaĉenim osnovnim 
strukturnim motivima (crvena boja) i opšta struktura novih derivata sa oznaĉenim delom 
strukture u kome su planirane modifikacije (plava boja)  
 
Prvobitno je izvršeno molekulsko modelovanje novih derivata u aktivnom mestu 
BoNT/A LC. Interakcije koje ostvaruju ovi derivati sa aminokiselinskim ostacima u 
aktivnom mestu BoNT/A LC, prikazane su na primeru jedinjenja 17 (JK141) (slika 43-
A). Jedinjenje 17 (JK141) se odliĉno uklapa u aktivno mesto enzima, ostvarujući brojne 
povoljne interakcije. Amonijum-katjon u poloţaju C(3) formira jak soni most sa Asp370 
i vodoniĉnu vezu sa Tyr366. Amonijum-katjon u poloţaju C(24) ostvaruje dve 
vodoniĉne veze sa Glu164 i Glu55. Karbonilni kiseonik acetoksi-grupe sa C(7) je na 
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pogodnom rastojanju za ostvarivanje interakcije sa Zn
2+ 
enzima, istiskujući pritom 
katalitiĉku vodu (2,19 Å, slika 44-B). Osim toga, hinolinski deo strukture odgovoran je 
za znaĉajne katjon–π i π–π interakcije sa Arg231. PoreĊenjem jedinjenja 16 i 17 
(JK141) u aktivnom mestu enzima (slike 42 i 43-A) zapaţa se da novi derivat 17 
(JK141) ostvaruje veći broj povoljnih interakcija. Kod jedinjenja 16 ne postoje π–π 
interakcije sa Arg231 i umesto jakog sonog mosta sa Asp370, amonijum-katjon u 
poloţaju C(3) formira slabiju H-vezu. 
 
 
 
Slika 43. Jedinjenja 17 (JK141) (A) i 18 (JK227) (B) u aktivnom mestu BoNT/A LC. 
Prikazane su specifiĉne interakcije liganada sa enzimom na pH 7,0±1,0.  
 
 
 
 
42 
 
Prema prethodno utvrĊenom modelu, jedna od osnovih interakcija koje ligand 
ostvaruje u aktivnom mestu je koordinacija Zn
2+ 
enzima. Zbog toga je izvršeno 
modelovanje derivata 18 (JK227), koji u poloţajima C(7) i C(12) umesto 
acetoksi-grupa ima hidroksilne grupe (slika 43-B). Znaĉaj jaĉine koordinacije Zn2+ od 
strane potencijalnog inhibitora ispitan je direktnim poreĊenjem acetoksi- i hidroksi-
analoga, 17 (JK141) i 18 (JK227), u aktivnom mestu BoNT/A LC (slike 43-45). Radi 
ostvarivanja interakcije sa Zn
2+
 enzima (2,23 Å, slika 44-B), 18 (JK227) mora da uĊe 
dublje u katalitiĉku šupljinu, usled ĉega gubi vodoniĉnu vezu izmeĊu amonijum-katjona 
u poloţaju C(3) i Tyr366. Interakcija sa Glu55 je oslabljena, jer je rastojanje izmeĊu 
amonijum-katjona i ovog aminokiselinskog ostatka veće (3,05 Å kod 18 (JK227) i 1,81 
Å kod 17 (JK141), slika 44-A). Osim toga, hinolinsko jezgro više nije u pogodnom 
poloţaju za ostvarivanje interakcije sa Arg231. 
 
         
Slika 44. A: Rastojanje 17 (JK141)-Glu55 (1,81 Å) i 18 (JK227)-Glu55 (3,05 Å); B: 
Rastojanje 17 (JK141)-Zn
2+
 (2,19 Å) i 18 (JK227)-Zn
2+
 (2,23 Å) na pH 7,0±1,0. 
  
 
 
 
43 
 
 
Slika 45. Preklopljene strukture 17 (JK141) (zeleno) i 18 (JK227) (ţuto) u aktivnom 
mestu BoNT/A LC. Prikazane su specifiĉne interakcije liganda sa enzimom na pH 
7,0±1,0.  
 
 Osim što ostvaruje veći broj povoljnih interakcija sa aminokiselinskim ostacima 
u aktivnom mestu BoNT/A LC, jedinjenje 17 (JK141) pokazuje i niţe vrednosti 
energija (skorova) u odnosu na jedinjenje 18 (JK227). Rezultati modelovanja dobijeni 
za razliĉite vrste energija prikazani su u tabeli 1. Niţa vrednost skora znaĉi da se ligand 
bolje uklapa u aktivno mesto enzima.  
 
Tabela 1. Rezultati modelovanja 17 (JK141) i 18 (JK227) 
 
Jedinjenje/skor 17 (JK141) 18 (JK227) 
Doking skor
105
 –10,685 –9,697 
Glajd skor
106
 –10,685 –9,697 
Emodel
107
 –110,664 –99,034 
Asp:370 Eint –54,216 –50,774 
Tyr:366 Eint –8,81 –8,36 
Glu:252 Eint –48,758 –37,488 
Arg:231 Eint 23,86 25,911 
Glu:164 Eint –70,57 –63,814 
Glu:55 Eint –65,916 –56,733 
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 Sa ciljem unapreĊenja aktivnosti steroidnih BoNT/A LC inhibitora, a na osnovu 
prethodnih rezultata inhibitornih aktivnosti i molekulskog modelovanja, osmišljena je 
sinteza grupe mono-aminohinolinskih derivata, sa primarnom amino-grupom u poloţaju 
C(3) i ĉetiri do šest metilenskih jedinica u diaminoalkil-mostu. Potom je ispitana 
njihova aktivnost prema BoNT/A. 
 
 3.1.1.2. Benzotiofenski derivati aminohinolina 
 
 Benzotiofensko jezgro je prvi put uvedeno kao farmakofora za BoNT kako bi se 
prevazišle nepovoljne karakteristike jedinjenja 2,4-DCH,30 poput izuzetno hidrofobne 
2,4-dihlorfenil-jedinice (slika 46). Sintetisano je jedinjenje 19, sa poboljšanim IC50, Ki i 
HLM
xxi
 vrednostima (slika 46).
108
 MeĊutim, hidroksamna funkcionalna grupa koja je 
odgovorna za vezivanje Zn
2+
 u katalitiĉkoj šupljini enzima, ima sposobnost vezivanja i 
drugih metala u razliĉitim metaloproteazama. Pored toga, jedinjenja 2,4-DCH i 19 se 
ponašaju kao dobri Michael-ovi akceptori, što dovodi u pitanje njihovu reaktivnost i 
stabilnost u in vivo uslovima.
109
 Na osnovu ovih saznanja, sa ciljem poboljšanja 
inhibitorne aktivnosti prema BoNT/A LC, u okviru ove doktorske disertacije je 
osmišljena serija benzotiofenskih derivata aminohinolina (slika 46). 
NHOH
OCl
Cl S
Cl
F
O
NHOH
IC
50
 = 0,67 M (SNAPtide)
K
i
 = 0,46 M (LC 66mer SNAP-25)
HLM t
1/2 
= 72 h
IC
50
 = 0,15 M (SNAPtide)
K
i
 = 77 nM (LC 66mer SNAP-25)
HLM t
1/2 
= 183 h
2,4-DCH 19
S
R
mos
t
N
X
N
H
Naši radovi
derivati 20, 21, 61-72 i 74-101
 
Slika 46. Racionalizacija strukture poznatih inhibitora botulinum neurotoksina – dizajn 
benzotiofenskih derivata aminohinolina sa ciljem poboljšanja inhibitorne aktivnosti 
prema BoNT/A LC 
 
Radi ispitivanja uticaja razliĉite duţine i strukture mosta izmeĊu dva aromatiĉna 
jezgra na aktivnost, osim jednostavnog alifatiĉnog mosta normalnog niza, odluĉeno je 
da se ispitaju i derivati sa benzilaminoalkil-mostom. Za benzenov prsten se oĉekuje da 
                                                          
xxi Humani mikrozomi jetre (Human Liver Microsomes) 
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će da smanji broj konformacionih izomera koje molekul moţe da zauzme u aktivnom 
mestu enzima, a samim time da utiĉe na rigidnost molekula i na interakcije koje će ono 
da ostvari sa aminokiselinskim ostacima. Molekulsko modelovanje novih 
benzotiofenskih derivata aminohinolina u aktivnom mestu BoNT/A LC je izvršeno 
prema modelu uspostavljenom za prethodno spomenute steroidne derivate 
aminohinolina.  
Na slikama 47-A i 47-B prikazane su najvaţnije interakcije koje dva odabrana 
benzotiofenska derivata, 20 i 21, ostvaruju u aktivnom mestu BoNT/A LC. PoreĊenjem 
steroidnih i benzotiofenskih derivata u aktivnom mestu enzima, uoĉava se da i jedni i 
drugi derivati ostvaruju sliĉne interakcije, ali da je aminohinolinski fragment 
benzotiofenskih derivata usmeren na suprotnu stranu od Arg231 (slika 47-A i B). Kod 
benzotiofenskih derivata protonovani azot hinolina ostvaruje soni most i katjon–π 
interakciju sa Glu252 i Phe369, dok Zn
2+ 
ostvaruje katjon–π interakciju sa benzenovim 
prstenom iz mosta. Arg231 ostvaruje vodoniĉnu vezu sa cijano-grupom derivata 21 
(slika 47-B). Amonijum-katjon sekundarne amino-grupe takoĊe uĉestvuje u vezivanju 
za aminokiselinske ostatke u aktivnom mestu – u sluĉaju derivata 20, formira soni most 
sa Asp370 i katjon–π interakcije sa His223 i Phe194 (slika 47-A), dok u sluĉaju 
jedinjenja 21 formira soni most i vodoniĉnu vezu sa Glu224 (slika 47-B). Na osnovu 
dobijenih rezultata modelovanja, pretpostavljeno je da bi novi benzotiofenski derivati 
aminohinolina mogli da pokaţu inhibitornu aktivnost prema BoNT/A LC. 
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Slika 47. Jedinjenja 20 (A) i 21 (B) u aktivnom mestu BoNT/A LC. Prikazane su 
specifiĉne interakcije liganda sa enzimom na pH 7,0±1,0.  
 
 U narednom koraku ţelja je bila da se benzenov prsten iz mosta zameni 
heterocikliĉnim jezgrom, sa ciljem da se osim katjon-π interakcije sa cinkom omoguće 
dodatne polarne elektrostatiĉke interakcije, prvenstveno vodoniĉna veza sa 
aminokiselinskim ostacima u aktivnom mestu enzima. Od raznovrsnih heterocikliĉnih 
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jezgara odabran je 1,2,4-triazol, kao strukturni motiv koji se nalazi u velikom broju 
biološki aktivnih jedinjenja.110 Oĉekuje se da bi uvoĊenje ovog heterocikliĉnog prstena 
osim jaĉeg vezivanja za aktivno mesto doprinelo i poboljšanju rastvorljivosti jedinjenja. 
Na slici 48 prikazane su osnovne interakcije koje jedinjenje 22 ostvaruje u aktivnom 
mestu BoNT/A.  
 
 
Slika 48. Jedinjenje 22 u aktivnom mestu BoNT/A LC. Prikazane su specifiĉne 
interakcije liganda sa enzimom na pH 7,0±1,0.  
 
 Direktna interakcija sa cinkom nije uoĉena, ali je pozicija jedinjenja u aktivnom 
mestu takva da blokira pristup cinku. Na osnovu molekulskog modelovanja, 
protonovani azot iz hinolina bi trebalo da ostvari vodoniĉnu vezu sa Thr220 i katjon-π 
interakciju sa Phe163. Dodatno, Phe163 gradi dve vodoniĉne veze sa azotom iz 
triazolskog prstena i sa amino-grupom iz mosta, kao i π-π steking interakciju sa 
hinolinskim jezgrom. Hinolinsko jezgro ostvaruje i π-π steking interakciju sa Phe194. 
Osim toga, celokupnom vezivanju u aktivnom mestu doprinosi i π-π steking interakcija 
koju ostvaruje benzotiofensko jezgro sa His227 (slika 48). 
 Osim zamene benzenovog prstena 1,2,4-triazolom, dizajnirano je i jedinjenje 23 
koje u mostu poseduje trostruku vezu (slika 49). Za trostruku vezu se pretpostavlja da će 
sliĉno benzenovom jezgru uticati na rigidnost molekula i da će obezbediti katjon–π 
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interakciju sa cinkom. Dodatno, molarna masa takvog jedinjenja će biti manja, što 
odgovara osnovnim konceptima u medicinskoj hemiji. Umesto oĉekivane katjon–π 
interakcije izmeĊu trostruke veze i Zn2+, molekulskim modelovanjem je dobijena 
konformacija jedinjenja koja ostvaruje više znaĉajnih interakcija u aktivnom mestu 
enzima. Protonovani azot iz hinolina ostvaruje vodoniĉnu vezu sa Asp370 i dve katjon–
π interakcije sa Phe194 i His223. Alifatiĉna amino-grupa, koja je takoĊe protonovana, 
ostvaruje jednu vodoniĉnu vezu sa Glu262, jedan soni most sa Glu224 i jednu katjon–π 
interakciju sa His227. Pored toga, benzotiofensko jezgro gradi π–π steking interakcije sa 
Arg231. 
 
 
Slika 49. Jedinjenje 23 u aktivnom mestu BoNT/A LC.  
Prikazane su specifiĉne interakcije liganda sa enzimom na pH 7,0±1,0.  
 
3.1.2. Dizajn benzotiofenskih derivata aminohinolina kao inhibitora P. falciparum 
parazita 
 
 Osim ispitivanja inhibitorne aktivnosti prema BoNT/A LC metaloproteazi, cilj 
ovog rada je i ispitivanje aktivnosti sintetisanih derivata prema parazitima Plasmodium 
falciparum. U literaturi do sada postoje podaci za dve grupe benzotiofenskih derivata 
koji pokazuju aktivnost prema P. falciparum parazitima (slika 50). Jedinjenje 24 
pokazuje nisku μM aktivnost prema 3D7 soju i inhibira rast parazita in vivo,111 dok se 
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jedinjenje 25 ponaša kao inhibitor N-miristoiltransferaze, dok istovremeno IC50 prema 
3D7 soju iznosi 0,302 μM.78b Benzotiofenski derivati koji su dizajnirani sa 
pretpostavkom da će pokazivati aktivnost prema BoNT/A LC su se uklapali u model 
jedinjenja koji bi mogao potencijalno da bude aktivan i prema parazitima P. falciparum. 
U ovim derivatima je zadrţana benzotiofenska strukturna jedinica, a dodatno, jedinjenja 
poseduju i aminohinolin, strukturni motiv koji se nalazi u velikom broju antimalarika 
(slika 50). 
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Slika 50. Dizajn benzotiofenskih derivata aminohinolina 
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3.2. Sinteza novih benzotiofenskih i steroidnih derivata aminohinolina 
 
U ovom radu je sintetisano 44 benzotiofenska i 12 steroidnih derivata 
aminohinolina i ispitana njihova biološka aktivnost prema BoNT/A i parazitima 
Plasmodium falciparum. 
 
3.2.1. Sinteza benzotiofenskih derivata aminohinolina 
 
 3.2.1.1. Sinteza benzotiofenskih derivata sa alifatičnim mostom normalnog 
niza i benzilaminoalkil-mostom 
 
 Prema strukturi mosta koji povezuje benzotiofensko i hinolinsko jezgro, 
sintetisani benzotiofenski derivati aminohinolina su podeljeni u dve grupe (slika 51). 
Sintetisano je 26 derivata koji sadrţe alifatiĉni most normalnog niza i 16 derivata koji 
sadrţe benzilaminoalkil-most. Dodatno, derivati koji sadrţe alifatiĉni most, podeljeni su 
u dve podgrupe – derivati kod kojih se most nalazi u poloţaju C(2) ili C(3) 
benzotiofena. Sintetisana jedinjenja se razlikuju i po supstituciji na benzotiofenskom i 
aminohinolinskom jezgru. 
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Slika 51. Novi benzotiofenski derivati aminohinolina 
 
Prvobitan pristup sintezi 5-fluor- i 5-cijano-supstituisanih benzotiofenskih 
derivata prikazan je na shemi 1. Reakcijom 4-fluortiofenola 26 i 2-brom-1,1-
dietoksietana u dimetil-formamidu, u prisustvu sprašenog kalijum-karbonata, sintetisan 
je acetal 28 u prinosu 96%.
112
 Odgovarajući 5-cijano-analog, acetal 29 sintetisan je u 
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prinosu svega 16% polazeći od komercijalno dostupnog 4-fluorbenzonitrila 27, pomoću 
natrijum-sulfida u dimetil-formamidu, praćeno dodatkom 2-brom-1,1-dietoksietana 
(proizvod karakterisan samo GC/MS analizom). U oba sluĉaja, korak zatvaranja 
benzotiofenskog jezgra pokazao se neuspešnim korišćenjem nekoliko razliĉitih 
reakcionih uslova - Eaton-ov reagens na 70 °C; termalno zatvaranje u difenil-etru na 
taĉki kljuĉanja; polifosforna kiselina u hlorbenzenu na 130 °C; bortrifluorid-eterat u 
dihlormetanu. U ovim reakcijama ţeljeni proizvod ili uopšte nije dobijen, ili je dobijen 
u tragovima zbog komplikovanih obrada reakcionih smeša. 
i) 2-brom-1,1-dietoksietan, K
2
CO
3
, DMF; 0 °C do s.t. ii) 1) Na
2
S, DMF, 50 °C; 
2) 2-brom-1,1-dietoksietan, s.t.
S
R'R'
S
OEtEtOR'
R''
28: R'=F (96%)
29: R'=CN (16%)
26: i)
27: ii)
26: R'=F, R''=SH 
27: R'=CN, R''=F
R'=F, CN
 
Shema 1. Prvobitni pristup u sintezi fluor-supstituisanih benzotiofena 
 
Novi pristup sintezi fluor- i cijano-supstituisanih benzotiofenskih jezgara 
prikazan je na shemi 2. Kondenzacijom komercijalno dostupnih 
dihalogen-supstituisanih benzaldehida (2,5-difluorbenzaldehida (30), 2,4-
difluorbenzaldehida (31), 5-brom-2-fluorbenzaldehida (32) i 4-brom-2-
fluorbenzaladehida (33)) i metil-tioglikolata zatvoreno je benzotiofensko jezgro.
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Metil-estri sa fluorovanim benzotiofenskim jezgrom, 34 i 35 dobijeni su u niskom 
prinosu, 43% i 19%, dok su metil-estri sa bromovanim benzotiofenskim jezgrom, 36 i 
37 dobijeni u visokom prinosu, 89% i 76%. Metil-estri su baznom hidrolizom pomoću 
kalijum-hidroksida u smesi metanol/voda i naknadnim zakišeljavanjem prevedeni u 
odgovarajuće karboksilne kiseline 38–41 u visokim prinosima (70–95%).114 
Dekarboksilacijom u mikrotalasnom reaktoru na 200 °C u dimetil-acetamidu (DMAC) u 
prisustvu diazabicikloundecena (DBU), sintetisani su fluor- i brom-supstituisani 
benzotiofeni 42–45 u visokim prinosima (93–98%).115 Zagrevanjem 44 i 45 u prisustvu 
bakar(I)-cijanida u N-metilpirolidonu (NMP) na 190 °C tokom 12 h, brom-benzotiofeni 
su prevedeni u odgovarajuće cijano-derivate 46 i 47 u prinosu 86% i 84%.116 
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Bromovanjem 42, 46 i 47 pomoću broma u dihlormetanu ili dihloretanu, sintetisana su 
jedinjenja 48–50 u prinosima od 81–87%.117  
 
i) HSCH
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N, DMSO, 80 oC; ii) 1) KOH, MeOH, H
2
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200 oC, MW; iv) CuCN, NMP, 190 oC; v) Br
2
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2
Cl
2
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2
H
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, 0 oC do s.t.
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CO2Me
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CO2H
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30: R'=F, R''=H 
31: R'=H, R''=F
32: R'=Br, R''=H 
33: R'=H, R''=Br 
34: R'=F, R''=H (43%)
35: R'=H, R''=F (19%)
36: R'=Br, R''=H (89%)
37: R'=H, R''=Br (76%)
38: R'=F, R''=H (70%)
39: R'=H, R''=F (74%)
40: R'=Br, R''=H (90%)
41: R'=H, R''=Br (95%)
i) ii)
iii)
48: R'=F, R''=H (84%)
49: R'=CN, R''=H (87%)
50: R'=H, R''=CN (81%)
S
R'
Br
R"
v)
S
R'
R"
42: R'=F, R''=H (93%)
43: R'=H, R''=F (95%)
44: R'=Br, R''=H (98%)
46: R'=CN, R''=H (86%)
45: R'=H, R''=Br (98%)
47: R'=H, R''=CN (84%)
iv)
iv)
 
Shema 2. Sinteza fluor- i cijano-supstituisanih benzotiofenskih jezgara 
 
Benzotiofenski derivati aminohinolina dobijeni su reakcijom reduktivnog 
aminovanja, polazeći od odgovarajućeg aldehida i aminohinolina. Korišćena su dva 
komercijalno dostupna aldehida, a ostalih osam je sintetisano (shema 3). Redukcijom 
metil-estra 34 pomoću diizobutil-aluminijumhidrida u toluenu na –70 °C, umesto 
oĉekivanog aldehida dobijen je alkohol 51 u prinosu 82%. Aldehid 52 je dobijen u 
prinosu 82% oksidacijom alkohola 51 pomoću mangan(IV)-oksida u dihlormetanu na 
sobnoj temperaturi. Supstituisani benzotiofen-3-karbaldehidi 53–56 dobijeni su Rieche-
ovim formilovanjem 42, 43, 46 i 47 pomoću dihlormetil-metil-etra, u prisustvu 
titanijum-tetrahlorida, na –10 °C, u suvom dihlormetanu.118 Suzuki-jevim kuplovanjem 
brom-supstituisanih benzotiofena 48–50 i 4-formilfenilboronske kiseline, u 
mikrotalasnom reaktoru na 100 °C, u prisustvu katalitiĉkih koliĉina Pd(OAc)2 i SPhos, 
dobijeni su aldehidi 57–59. Za razliku od aldehida 57 i 59 koji su dobijeni u 
zadovoljavajućem prinosu, 88% i 76%, 58 je dobijen u relativno niskom prinosu (37% – 
sirov proizvod je primenjen u sledećoj reakciji reduktivnog aminovanja). 
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Shema 3. Sinteza aldehida kao reakcionih partnera u reakciji reduktivnog aminovanja 
 
Sinteza C(2)-benzotiofenskih derivata aminohinolina sa alifatiĉnim mostom 
normalnog niza prikazana je shemom 4. Reduktivnim aminovanjem komercijalno 
dostupnog 1-benzotiofen-2-karbaldehida 60 i odgovarajućih aminohinolina dobijeni su 
derivati 61–65 u prinosu 58–80%. Kao redukciono sredstvo korišćen je natrijum-
borhidrid u metanolu uz dodatak sirćetne kiseline. Sinteza derivata sa tercijarnom 
amino-grupom izvršena je reakcijom reduktivnog aminovanja derivata 61 i 62 i 
odgovarajućeg karbonilnog jedinjenja, u prisustvu natrijum-cijanoborhidrida i cink-
hlorida u metanolu.
119
 Kada je kao karbonilno jedinjenje korišćen 37% vodeni rastvor 
formaldehida, dobijeni su N-metilovani derivati 66 i 68 u visokom prinosu (87% i 97%), 
a kada je korišćen aceton, dobijeni su N-izopropilovani derivati 67 i 69 u prinosu 91% i 
41%. Fluorom supstituisani benzotiofenski derivati 70–72 sintetisani su u umerenim 
prinosima (54–59%), reakcijom reduktivnog aminovanja pod istim uslovima, polazeći 
od aldehida 52.  
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60: R',R''=H
52: R'=F, R''=H
i)
61: n=1, R=H, R',R''=H, X=Cl (80%)
66: n=1, R=Me, R',R''=H, X=Cl (87%)
67: n=1, R=iPr, R',R''=H, X=Cl (91%)
62: n=2, R=H, R',R''=H, X=Cl (73%)
68: n=2, R=Me, R',R''=H, X=Cl (97%)
69: n=2, R=iPr, R',R''=H, X=Cl (41%)
63: n=2, R=H, R',R''=H, X=H (59%)
64: n=3, R=H, R',R''=H, X=Cl (71%)
65: n=3, R=H, R',R''=H, X=H (58%)
70: n=3, R=H, R'=F, R''=H, X=Cl (58%)
71: n=3, R=H, R'=F, R''=H, X=H (54%)
72: n=5, R=H, R'=F, R''=H, X=Cl (59%)
ii)
ii)
i) 1) aminohinolin, AcOHglac, MeOH/CH
2
Cl
2
, s.t. 2) NaBH
4
, s.t.; ii) HCHO/aceton, 
ZnCl
2
, NaBH
3
CN, MeOH, s.t.
 
Shema 4. Sinteza C(2)-benzotiofenskih derivata aminohinolina  
sa alifatiĉnim mostom normalnog niza 
 
C(3)-benzotiofenski derivati aminohinolina sa alifatiĉnim mostom normalnog 
niza sintetisani su reakcijom reduktivnog aminovanja prema prethodno opisanom 
postupku za C(2)-benzotiofenske derivate (shema 5). Reakcijom komercijalno 
dostupnog 1-benzotiofen-3-karbaldehida 73 i odgovarajućih aminohinolina dobijeni su 
derivati 74–76, 77 (JK29) i 78 u prinosu 57–85%. 5-Fluoro- i 6-fluoro- (79–83), kao i 
5-cijano- i 6-cijano-supstituisani benzotiofenski derivati aminohinolina (84–87), 
sintetisani su u prinosima od 52–72%, polazeći od aldehida 53–56.  
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74: n=1, R',R"=H, X=Cl (85%)
75: n=2, R',R"=H, X=Cl (60%)
76: n=2, R',R"=H, X=H (72%)
77 (JK29): n=3, R',R"=H, X=Cl (59%)
78: n=3, R',R"=H, X=H (57%)
79: n=2, R'=F, R"=H, X=Cl (67%)
80: n=2, R'=H, R"=F, X=Cl (54%)
81: n=2, R'=H, R"=F, X=H (50%)
82: n=3, R'=F, R"=H, X=Cl (60%)
83: n=3, R'=F, R"=H, X=H (59%)
84: n=2, R'=CN, R"=H, X=Cl (72%)
85: n=2, R'=H, R"=CN, X=Cl (55%)
86: n=3, R'=CN, R"=H, X=Cl (52%)
87: n=3, R'=H, R"=CN, X=Cl (65%)
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R'
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73: R',R''=H
53: R'=F, R''=H
54: R'=H, R''=F
55: R'=CN, R''=H
56: R'=H, R''=CN
i)
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Shema 5. Sinteza C(3)-benzotiofenskih derivata aminohinolina  
sa alifatiĉnim mostom normalnog niza 
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Sinteza benzotiofenskih derivata aminohinolina sa benzilaminoalkil-mostom 
prikazana je na shemi 6. Iz aldehida 57–59, reakcijom reduktivnog aminovanja pod 
uslovima istim kao kod prethodne grupe jedinjenja, sintetisano je 13 derivata 20, 21, 
88–94 i 97-100 u prinosu od 19–77%. Posebno nizak prinos zapaţen je u sluĉaju cijano-
derivata 21, 98 i 99 (19–21%), što je uzrokovano višestrukim hromatografskim 
preĉišćavanjem, usled nemogućnosti da se aldehid 58 dobije ĉist u reakciji Suzuki-jevog 
kuplovanja. Iz derivata 91, 93 i 98 sintetisani su N-metilovani derivati 95, 96 i 101 
(shema 6), u umerenom prinosu 60–74%, pod istim reakcionim uslovima kao u sluĉaju 
jedinjenja 66 i 68 (shema 4). 
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57: R'=F, R''=H (88%)
58: R'=CN, R''=H (37%)
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, s.t. 2) NaBH
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, NaBH
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88: n=1, R=H, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=Cl (71%)
89: n=1, R=H, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=H (59%)
90: n=2, R=H, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=Cl (56%)
91: n=2, R=H, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=H (50%)
95: n=2, R=Me, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=H (74%)
92: n=2, R=H, R'=F, R"=H, R1=H, R2=Me, X=Cl (66%)
93: n=2, R=H, R'=F, R"=H, R1=H, R2=Me, X=H (38%)
96: n=2, R=Me, R'=F, R"=H, R1=H, R2=Me, X=H (60%)
20: n=2, R=H, R'=F, R"=H, R1=Me, R2=H, X=H (77%)
94: n=4, R=H, R'=F, R"=H, R1,R2=H, X=H (63%)
21: n=2, R=H, R'=CN, R"=H, R1,R2=H, X=H (20%)
97: n=2, R=H, R'=H, R"=CN, R1,R2=H, X=H (52%)
98: n=2, R=H, R'=CN, R"=H, R1=H, R2=Me, X=H (21%)
101: n=2, R=Me, R'=CN, R"=H, R1=H, R2=Me, X=H (74%)
99: n=4, R=H, R'=CN, R"=H, R1,R2=H, X=H (19%)
100: n=4, R=H, R'=H, R"=CN, R1,R2=H, X=H (33%)
ii)
ii)
ii)
 
 
Shema 6. Sinteza benzotiofenskih derivata aminohinolina sa benzilaminoalkil-mostom 
 
 3.2.1.2. Sinteza benzotiofenskog derivata aminohinolina sa 1,2,4-triazolom u 
mostu  
  
Derivat 22 sa 1,2,4-triazolskim prstenom u mostu sintetisan je u pet reakcionih 
koraka polazeći od metil-estra 34 (shema 7). Dejstvom hidrazin-hidrata u etanolu na 
78 °C
120
 dobijen je hidrazid 102 u prinosu 85%. Triazolski prsten je zatvoren 
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zagrevanjem nastalog hidrazida sa S-metilizotiourea-sulfatom, u etanolu na 120 °C, u 
prisustvu natrijum-hidroksida.
121
 Jedinjenje 103 je dobijeno u prinosu 75%. Reakcijom 
reduktivnog aminovanja amina 103 sa aldehidnim partnerom 107
xxii
 u metanolu 
dobijeno je jedinjenje 104 u prinosu 35%. Kao redukciono sredstvo korišćen je 
natrijum-cijanoborhidrid u metanolu, u prisustvu glacijalne sirćetne kiseline. 
Uklanjanjem zaštitne funkcionalne grupe iz derivata 104 u kvantitativnom prinosu 
sintetisan je amin 105. Tako dobijeni amin je stopljen sa 4-hlorhinolinom zagrevanjem 
u uljanom kupatilu na 140 °C, a zatim podvrgnut dejstvu mikrotalasnog zraĉenja u n-
propanolu na 170 °C. Benzotiofenski derivat 22 je dobijen u prinosu od svega 12%. 
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CN, s.t.; iv) 1) CF
3
COOH, CH
2
Cl
2
, s.t.; v) 4-hlorhinolin, 140 oC; MW, n-PrOH, 170 oC 
i) ii)
iii) iv)
v)
.
 
Shema 7. Sinteza benzotiofenskog derivata sa 1,2,4-triazolom u mostu  
 
 
 
                                                          
xxii Sinteza terc-butil(3-oksopropil)karbamata 107: 
i) Boc
2
O, CH
2
Cl
2
, 0 oC do s.t.; ii) PCC, CH
2
Cl
2
, s.t.
OH NH2 OH NHBoc O NHBoc
106: 85% 107: 70%
i) ii)
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 3.2.1.3. Sinteza benzotiofenskog derivata aminohinolina sa trostrukom vezom 
u mostu 
 
 Sinteza benzotiofenskog derivata aminohinolina sa trostrukom vezom u mostu 
prikazana je shemom 8. Alkilovanjem primarne amino-grupe aminohinolina AQ8 
propargil-bromidom u prisustvu sprašenog kalijum-karbonata u etanolu, dobijeno je 
jedinjenje 108 u prinosu 49%.
122
 Reakcijom Sonogashira kuplovanja terminalnog alkina 
i jedinjenja 48 u mikrotalasnom reaktoru na 120 °C u N,N-dimetil-formamidu, 
sintetisano je jedinjenje 23 u prinosu 27%, pri ĉemu je kao katalizator upotrebljen 
sistem PdCl2(PPh3)2/PPh3/CuI i baza dietil-amin.  
i) propargil-bromid, K
2
CO
3
, EtOH, s.t.; ii) 48, PdCl
2
(PPh
3
)
2 
(6 mol%), PPh
3 
(20 mol%), CuI (6 mol%), Et
2
NH, 
DMF, MW, 120  oC
N
NH
NH2
N
NH
N
H
108: 49%
S
F
N
H
N
H
N
23: 27%AQ8
i) ii)
 
Shema 8. Sinteza benzotiofenskog derivata aminohinolina sa trostrukom vezom u 
mostu 
 
3.2.2. Sinteza steroidnih derivata aminohinolina 
 
 Opšta struktura novih steroidnih derivata aminohinolina prikazana je na slici 52. 
 
R,R1,R2= H, Me
X = H, Cl
n = 1,3
()
n
H
N
OAc
OAc
NH2
N
H
N
X
R
1
R
2
R
 
 
Slika 52. Novi steroidni derivati aminohinolina 
 
Polazeći iz holne kiseline, prema postupku opisanom u literaturi, u devet 
reakcionih koraka sintetisan je alkohol 109 u ukupnom prinosu 31% (shema 9).
101 
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H
OH
OAc
OAc
BocHN
H
OH
OH
OH
OH
O
9 koraka
31%
109
 
Shema 9. Sinteza alkohola 109 
 
Alkohol 109 je pomoću piridinijum-hlorhromata u dihlormetanu preveden u 
aldehid 110 koji je sirov podvrgnut reakciji reduktivnog aminovanja odgovarajućim 
aminohinolinima. Dobijeni su derivati 111–118 u prinosu 54–77% (shema 10). Boc-
zaštićeni derivati 112 i 114 su podvrgnuti reakciji N-metilovanja pomoću 37% vodenog 
rastvora formaldehida. Kao redukciono sredstvo korišćen je natrijum-cijanoborhidrid u 
metanolu, u prisustvu cink-hlorida.
119
 Dobijeni su derivati 119 i 120 u visokom prinosu, 
87% i 82% (shema 10).  
H
OH
OAc
OAc
BocHN
i)
H
H
OAc
OAc
BocHN
O
i) 1) PCC, CH
2
Cl
2
, s.t. 2) aminohinolin, MeOH, NaBH
4
, s.t.; ii) HCHO, MeOH, ZnCl
2
, NaBH
3
CN, s.t.
H
N
OAc
OAc
BocHN
N
H
N
X
R1
R2
R
()
n
111: n=1, R=H, R1,R2=H, X=Cl (66%)
112: n=1, R=H, R1,R2=H, X=H (60%)
119: n=1, R=Me, R1,R2=H, X=H (87%)
113: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=Cl (67%)
114: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=H (59%)
120: n=1, R=Me, R1=Me, R2=H, X=H (82%)
115: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=Cl (77%)
116: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=H (65%)
117: n=3, R=H, R1,R2=H, X=Cl (58%)
118: n=3, R=H, R1,R2=H, X=H (54%)
ii)
ii)
110
109
 
 
Shema 10. Sinteza 3-N-Boc-zaštićenih steroidnih derivata aminohinolina 
 
Posle uklanjanja zaštitne terc-butiloksikarbonil-grupe pomoću trifluorsirćetne 
kiseline u dihlormetanu, dobijeni su derivati 17 (JK141) i 121–129 u prinosu 48–97% 
(shema 11). 
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H
N
OAc
OAc
BocHN
N
H
N
X
R
1
R
2
R
()
n
17 (JK141): n=1, R=H, R1,R2=H, X=Cl (97%)
121: n=1, R=H, R1,R2=H, X=H (48%)
122: n=1, R=Me, R1,R2=H, X=H (56%)
123: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=Cl (97%)
124: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=H (71%)
125: n=1, R=Me, R1=Me, R2=H, X=H (60%)
126: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=Cl (72%)
127: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=H (94%)
128: n=3, R=H, R1,R2=H, X=Cl (92%)
129: n=3, R=H, R1,R2=H, X=H (76%)
111: n=1, R=H, R1,R2=H, X=Cl 
112: n=1, R=H, R1,R2=H, X=H 
119: n=1, R=Me, R1,R2=H, X=H 
113: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=Cl 
114: n=1, R=H, R1=Me, R2=H, X=H 
120: n=1, R=Me, R1=Me, R2=H, X=H 
115: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=Cl
116: n=1, R=H, R1=H, R2=Me, X=H 
117: n=3, R=H, R1,R2=H, X=Cl  
118: n=3, R=H, R1,R2=H, X=H 
H
N
OAc
OAc
NH2
N
H
N
X
R
1
R
2
R
()
n
i) CF
3
COOH, CH
2
Cl
2
, s.t.
i)
 
Shema 11. Deprotekcija zaštitne N-Boc funkcionalne grupe: dobijanje ţeljenih 
inhibitora 
 
 Jedinjenja 123–127 su dobijena kao smeša diastereomera, usled prisustva metil-
grupe u mostu koji povezuje steroidni i aminohinolinski deo strukture. Diastereomeri 
imaju iste Rf vrednosti na silika-gelu i ne mogu da se razdvoje obiĉnom 
hromatografijom (dry-flash, flash). MeĊutim, 1H NMR spektri jasno ukazuju na 
prisustvo smeše jedinjenja (uvećan deo 1H NMR spektra jedinjenja 126, slika 53). Za 
signale oznaĉene crvenom strelicom se oĉekuje da budu singleti, dok se u ovim 
jedinjenjima pojavljuju kao preklopljeni singleti i njihovi ukupni integrali odgovaraju 
broju protona u metil-grupama. Dodatno, signali protona metil-grupa sa C(10) se nalaze 
na sliĉnijem pomeranju od signala protona metil-grupa sa C(13), što ukazuje na blizinu 
metil-grupe iz mosta i njen uticaj na pomeranje ovih protona. 
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Slika 53. Deo 
1
H NMR spektra jedinjenja 126 koji ukazuje na prisustvo diastereomera 
 
 Molekulsko modelovanje jedinjenja 17 (JK141) i hidroksi-analoga 18 (JK227) 
u aktivnom mestu BoNT/A LC ukazuje na znaĉajno lošije uklapanje jedinjenja 18 
(JK227)
xxiii
. Ipak, kako bi se izvršila provera modela i pretpostavljene koordinacije Zn2+ 
karbonilnim kiseonikom acetoksi-grupe sa C(7), jedinjenje 18 (JK227) je sintetisano 
polazeći od 17 (JK141) (shema 12). Izvršena je bazna hidroliza estarskih funkcionalnih 
grupa u poloţajima C(7) i C(12), pomoću kalijum-hidroksida u metanolu. Jedinjenje 18 
(JK227) je dobijeno u prinosu 68%. 
i) KOH, MeOH, 5 dana, 60 °C
H
N
H
OAc
OAc
NH2
N
H
N
Cl
H
N
H
OH
OH
NH2
N
H
N
Cl
18 (JK227): 68%
i)
17 (JK141)
 
Shema 12. Sinteza jedinjenja 18 (JK227) 
 
 Svi prethodno prikazani steroidni derivati poseduju sekundarnu amino-grupu na 
hinolinskom jezgru. Radi ispitivanja uticaja promene pKa, kao i konformacije molekula 
                                                          
xxiii Analizirano u poglavlju 3.1.1.1. 
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na aktivnost, sintetisan je derivat 136 sa amidnom funkcionalnom grupom (shema 13). 
U prvom koraku je, polazeći od komercijalno dostupnog 4,7-dihlorhinolina 130, 
reakcijom nukleofilne aromatiĉne susptitucije sa amonijum-karbonatom u fenolu, 
dobijen amin 131 u prinosu 80%.
123
 Reakcijom nastalog amina sa 4-hlorbutanoil-
hloridom u prisustvu trietil-amina, dobijen je hinolinski amid 132 u prinosu 89%. 
Nukleofilnom supstitucijom pomoću natrijum-azida u N,N-dimetil-formamidu, a potom 
redukcijom azida pomoću trifenilfosfina u tetrahidrofuranu, uz dodatak jednog 
ekvivalenta vode
124
 dobijen je amino-derivat 134 (66%). Ovaj derivat je prikazan u 
uglastoj zagradi (shema 13), zato što je podloţan spontanom razlaganju (shema 14). 
Zbog toga je, odmah posle redukcije i brzog preĉišćavanja pomoću hromatografije na 
koloni, sirov upotrebljen u reakciji reduktivnog aminovanja sa steroidnim C(24) 
aldehidom 110 (koji je prethodno dobijen oksidacijom alkohola 109 pomoću 
piridinijum-hlorhromata) u prisustvu natrijum-borhidrida u metanolu. 3-N-Boc-zaštićeni 
steroidni derivat 135 je dobijen u prinosu 43%, a posle uklanjanja zaštitne funkcionalne 
grupe pomoću trifluorsirćetne kiseline u dihlormetanu, dobijeno je jedinjenje 136 u 
prinosu 80%. 
N
Cl
Cl N
NH2
Cl
N
NH
Cl
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Cl
131: 80% 132: 89%
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NH
Cl
O
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133: 75%
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NH
Cl
O
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N
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H
N
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135: R= Boc (43%)
136: R=H (80%)
i) ii) iv)
v)
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i) (NH
4
)
2
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3
, fenol, 110 do 165  oC; ii) 4-hlorbutanoil-hlorid, Et
3
N, CH
2
Cl
2
, 0 oC do s.t.; iii) NaN
3
, DMF, 80 oC; iv) 
Ph
3
P, THF, H
2
O, 65 oC; v) 1) 110, suvi MeOH, s.t. 2) NaBH
4
, s.t.; vi) CF
3
COOH, CH
2
Cl
2
, s.t.
iii)
134: 66%
130
 
Shema 13. Sinteza amidnog derivata 136 
 
 MeĊutim, ispostavilo se da je i krajnji proizvod 136 podloţan razlaganju, poput 
amina 134 (shema 14). Hromatografijom na koloni ili stajanjem, dobijeni amin 134 
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podleţe intramolekulskom graĊenju laktama 137 i oslobaĊanju spomenutog jedinjenja 
131. Krajnji proizvod 136 je stabilan ukoliko se ĉuva na niskoj temperaturi (–20 °C) i 
bez prisustva rastvaraĉa. U suprotnom, stajanjem u metanolnom rastvoru, podleţe 
intramolekulskom graĊenju laktama 138, uz oslobaĊanje amina 131 (potvrĊeno HRMS 
analizom). 
H
N
H
OAc
OAc
NH2
N
H
N
Cl
O H
N
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N
NH2
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N
NH
Cl
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NH2
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NH2
Cl
NH
O
+
131134 137
138
 
Shema 14. Proizvodi spontanog razlaganja 134 i 136 
 
3.2.3. Sinteza račvastih aminohinolina i aminohinolina normalnog niza 
  
U prethodno opisanim reakcijama reduktivnog aminovanja za dobijanje 
benzotiofenskih i steroidnih derivata korišćeni su aminohinolini normalnog i raĉvastog 
alkil-niza. Aminohinolini normalnog alkil-niza AQ2, AQ3, AQ4, AQ6, AQ7, AQ8 i 
AQ9 sintetisani su u prinosu 69–96% reakcijom nukleofilne aromatiĉne supstitucije 
4,7-dihlorhinolina 130 ili 4-hlorhinolina 139 i odgovarajućih diamina, zagrevanjem u 
mikrotalasnom reaktoru (shema 15). 
i) diamin, MW, 80 oC, 15 min; 95 oC, 30 min; 130 oC, 1,5 h 
AQ2: n=1, X=Cl (95%)
AQ3: n=2, X=Cl (96%)
AQ4: n=3, X=Cl (81%)
AQ6: n=5, X=Cl (80%)
AQ7: n=2, X=H (92%)
AQ8: n=3, X=H (69%)
AQ9: n=5, X=H (81%)
N
NH
NH2
XN
Cl
X
()
n
i)
130: X=Cl
139: X-H
 
Shema 15. Sinteza aminohinolina normalnog alkil-niza 
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Sinteza aminohinolina raĉvastog alkil-niza prikazana je na shemi 16. 
Komercijalno dostupan 1,4-dibrompentan 140 je nukleofilnom supstitucijom pomoću 
natrijum-azida u dimetil-formamidu na temperaturi 60 °C preveden u 141 u visokom 
prinosu. Redukcijom azida pomoću trifenil-fosfina u toluenu na 120 °C, uz dodatak 
jednog ekvivalenta vode,
124
 a potom dodatkom metanolnog rastvora HCl, dobijen je 
diamin u obliku soli. Destilacijom preko ĉvrstog natrijum-hidroksida, diamin 142 je 
dobijen u prinosu 70%. Zagrevanjem dobijenog diamina u apsolutnom etanolu na 90 °C, 
u prisustvu terc-butilfenilkarbonata, dobijeno je u prinosu od 68% jedinjenje 143, u 
kome je terc-butiloksikarbonil-grupa uvedena na sterno manje zaštićeni amin.125 
Jedinjenja 144 i 145 su dobijena u prinosu 53% u reakciji nukleofilne aromatiĉne 
supstitucije 4-hlorhinolina/4,7-dihlorhinolina sa mono-Boc zaštićenim diaminom 143 
zagrevanjem na 120–130 °C.27 Deprotekcijom zaštitne grupe trifluorsirćetnom 
kiselinom u dihlormetanu dobijeni su u visokom prinosu aminohinolini sa metil-grupom 
bliţom hinolinskom jezgru, 146 i 147. Sintetisana su i dva aminohinolina kod kojih je 
metil-grupa u α-poloţaju u odnosu na alifatiĉnu amino-grupu. Mono-Boc zaštićeni 
diamin 143 je podvrgnut reakciji sa benzil-hlorformijatom u prisustvu trietil-amina u 
dihlormetanu i dobijeno je jedinjenje 148 u visokom prinosu. Uklanjanjem Boc zaštitne 
grupe dobijen je mono-Cbz amin 149 u prinosu 99%. U sledećem koraku, 4-hlorhinolin 
i 4,7-dihlorhinolin su podvrgnuti nukleofilnoj aromatiĉnoj supstituciji reakcijom sa 
aminom 149. Zagrevanjem u uljanom kupatilu sintetisana su jedinjenja 150 i 151 u 
prinosu 72% i 59%. Aminohinolini sa metil-grupom u α-poloţaju u odnosu na alifatiĉnu 
amino-grupu 152 i 153 dobijeni su deprotekcijom Cbz- zaštitne grupe u gotovo 
kvantitativnom prinosu, >99% i 97%. U sluĉaju jedinjenja 152 za deprotekciju je 
upotrebljen metod hidrogenizacije sa Pd(C) kao katalizatorom, na pritisku 20 psi (1,4 
bar), dok je u sluĉaju aminohinolina 153 jedinjenje 151 zagrevano u trifluorsirćetnoj 
kiselini na temperaturi 70–80 °C. Metod hidrogenizacije se u sluĉaju 151 pokazao kao 
neuspešan, zato što je istovremeno dolazilo i do hidrogenolize atoma hlora u poloţaju 
C(7) hinolinskog jezgra.  
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Shema 16. Sinteza aminohinolina raĉvastog alkil-niza 
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3.3. Inhibicija BoNT/A LC 
 
Većina dosadašnjih studija o inhibiciji botulinum neurotoksina pomoću malih 
molekula zasniva se na in vitro proteolitiĉkim esejima, kao što je diskutovano u opštem 
delu.
25,26,27,28,30
 Ipak, teţnja za razvojem eseja za ispitivanje antagonista BoNT/A u 
fiziološki relevantnim sistemima je sve veća.44 Jedinjenja sintetisana u ovom radu 
prvobitno su testirana u in vitro HPLC proteolitiĉkom eseju, a zatim u motornim 
neuronima razvijenim iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša (mES-MN).  
 
3.3.1. In vitro HPLC proteolitički esej  
 
Prilikom odreĊivanja inhibitorne aktivnosti derivata prema BoNT/A LC, kao 
supstrat je korišćen sintetiĉki polipeptid od 17 aminokiselina. Ovaj peptid odgovara 
segmentu 187-203 proteina SNAP-25. Proteolitiĉka aktivnost je odreĊena poreĊenjem 
površina ispod signala nastalih proizvoda i netaknutog supstrata.42 U tabelama 2–4, 6 i 7 
prikazane su vrednosti procenata inhibicije BoNT/A LC pri standardnoj koncentraciji 
ispitivanih jedinjenja 20 μM, kao i odgovarajuće IC50 vrednosti. U in vitro 
proteolitiĉkom eseju testirano je 44 benzotiofenska i 12 steroidnih derivata 
aminohinolina.  
 
◘ Benzotiofenski derivati aminohinolina 
 
 U nameri da se ispita veza izmeĊu strukture i aktivnosti, analizirani su derivati 
koji se razlikuju po supstituentima na benzotiofenskom i aminohinolinskom jezgru 
(slika 54). Zamena vodonika na benzotiofenskom jezgru nekim drugim supstituentom je 
jedan od naĉina da se zaštiti poloţaj koji je podloţan metaboliĉkoj oksidaciji. U okviru 
ove doktorske disertacije ispitivali smo mogućnost uvoĊenja fluora i cijano-grupe u 
poloţaj C(5) i C(6) na benzotiofenskom jezgru. Fluor je mali atom kod koga sterni 
efekti nisu toliko izraţeni, ali usled izuzetno visoke elektronegativnosti znaĉajno menja 
elektronsku gustinu u benzotiofenskom jezgru, ĉime utiĉe na interakcije koje ono 
ostvaruje u aktivnom mestu enzima. Osim toga, C-F veza je najjaĉa ugljenik-heteroatom 
veza (523 kJ/mol), što je ĉini izuetno stabilnom u metaboliĉkim uslovima. Sliĉno fluoru, 
elektron-privlaĉna cijano-grupa takoĊe utiĉe na raspodelu elektronske gustine, a osim 
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toga ima mogućnost da preko slobodnog elektronskog para na azotu ostvari dodatne 
interakcije u aktivnom mestu enzima. Stabilnost u metaboliĉkim uslovima, kao i 
znaĉajan doprinos smanjenju lipofilnosti, ĉine dodatne razloge što se cijano-grupa nalazi 
u velikom broju biološki aktivnih jedinjenja.126 Prisustvo hlora na hinolinskom jezgru je 
takoĊe razmatrano sa strane elektronskih i sternih faktora. Pored toga, ispitivali smo i 
uticaj razliĉite duţine i strukture mosta koji povezuje dva heterocikliĉna jezgra. Kao što 
je već ranije spomenuto, pretpostavlja se da bi uvoĊenje benzenovog prstena uticalo na 
rigidnost molekula i broj konformacionih izomera u aktivnom mestu enzima. U nameri 
da ispitamo da li baznost amina i sterni efekti imaju uticaj na inhibitornu aktivnost, 
testirali smo derivate sa tercijarnom alifatiĉnom amino-grupom.  
 
Slika 54. Uticaj razliĉitih strukturnih promena na aktivnost 
 
 U in vitro eseju prvobitno su testirani benzotiofenski derivati aminohinolina sa 
alifatiĉnim mostom normalnog niza. Dvanaest derivata kod kojih su benzotiofensko i 
hinolinsko jezgro spojeni mostom u poloţaju C(2) benzotiofena inhibiraju BoNT/A LC 
metaloproteazu u opsegu 3–54% pri koncentraciji od 20 µM (tabela 2). Supstitucija 
vodonika fluorom na benzotiofenskom jezgru ne utiĉe pozitivno na aktivnost (70, 36% i 
71, 33% u odnosu na 64, 54% i 65, 39%). Alkilovanje sekundarnog amina ne menja 
znaĉajno aktivnost (metilovani derivati 66 i 68 pokazuju neznatno višu aktivnost od 
nemetilovanih analoga 61 i 62, dok je izopropil-derivat 67 potpuno neaktivan). Najviši 
stepen inhibicije ostvaruje jedinjenje 64 (54%), sa ĉetiri metilenske grupe u mostu i 
hlorom u poloţaju C(7) aminohinolinskog jezgra. 
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Tabela 2. In vitro inhibitorne aktivnosti C(2) serije benzotiofenskih derivata 
aminohinolina sa alifatiĉnim mostom normalnog niza prema BoNT/A LC 
metaloproteazi 
Jedinjenje 
% inhibicije 
BoNT/A LC 
(20 μM) 
Jedinjenje 
% inhibicije 
BoNT/A LC 
(20 μM) 
67 
S
N N
H
N
Cl 
3 
68 
N
N
H
N
Cl
S
 
35 
63 
S
N
H
N
H
N  
22 
66 
N
N
H
N
S Cl 
36 
69 
N
N
H
N
Cl
S
 
32 
70 
S
F
N
H
N
H
N
Cl 
36 
62 
N
N
H
N
H
Cl
S
 
33 
72 
S
F
N
H
N
H
N
Cl
 
39 
71 
S
F
N
H
N
H
N  
33 
65 
S
N
H
N
H
N  
39 
61 
N
N
H
N
H
S Cl 
34 
64 
N
N
H Cl
N
H
S  
54 
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta. 
 
 Ĉetrnaest derivata kod kojih su benzotiofensko i hinolinsko jezgro spojeni 
mostom u poloţaju C(3) benzotiofena pokazuje inhibiciju 14–47% (tabela 3). IC50 
vrednosti su odreĊene samo za 81 i 75 i iznose 4,3 i 16,6 μM. Svi cijano-derivati (84–
87) pokazuju stepen inhibicije <40%. Supstitucija vodonika fluorom kod ove grupe 
jedinjenja, posebno u poloţaju C(5) benzotiofenskog jezgra, malo ali pozitivno utiĉe na 
aktivnost (79, 82 i 83 pokazuju aktivnost >40%), za razliku od prethodno opisane C(2) 
serije benzotiofenskih derivata. 
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Tabela 3. In vitro inhibitorne aktivnosti C(3) serije benzotiofenskih derivata 
aminohinolina sa alifatiĉnim mostom normalnog niza prema BoNT/A LC 
metaloproteazi
a
 
Jedinjenje 
% inhibicije 
BoNT/A LC 
(20 μM) 
Jedinjenje 
% inhibicije 
BoNT/A LC 
(20 μM) 
IC50 
(μM) 
76 
S
N
H
N
H
N
 
14 
81 
S
N
H
N
H
F
N
 
36 4,3 
78 
N
N
H
N
H
S  
22 
86 
S
N
H
N
H
N
Cl
NC
 
37 - 
85 
S
NC
N
H
N
H
N
Cl 
26 
82 
S
F
N
H
N
H
N
Cl  
40 - 
87 
S
NC
N
H
N
H
N
Cl
 
32 
83 
S
F
N
H
N
H
N
 
43 - 
74 
N
N
H
N
H
Cl
S  
32 
75 
N
NH
Cl
N
H
S  
45 16,6 
84 
S
N
H
N
H
N
Cl
NC
 
33 
77 (JK29) 
N
N
H
Cl
N
H
S  
46 - 
80 
S
N
H
NH
F
N
Cl
 
33 
79 
S
F
N
H
NH
N
Cl
 
47 - 
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta. 
  
 Iako nijedan od C(3)-benzotiofenskih derivata ne pokazuje inhibiciju >50%, ova 
serija u odnosu na C(2)-benzotiofenske derivate uopšteno pokazuje bolju aktivnost (5 
derivata pokazuje inhibitornu aktivnost >40%). Osim toga, malim promenama u 
strukturi je moguće uticati na procenat vezivanja. Zbog toga je ispitana inhibitorna 
aktivnost grupe benzotiofenskih derivata sa benzilaminoalkil-mostom, takoĊe 
povezanim u poloţaju C(3). Rezultati su prikazani u tabeli 4. Sintetisano je 16 derivata 
sa razliĉitim suspstituentima na benzotiofenskom i aminohinolinskom jezgru, sa 
razliĉitim brojem metilenskih grupa u mostu, sa raĉvastim i mostom normalnog niza i sa 
tercijarnom amino-grupom. IC50 vrednosti ovih derivata kreću se u rasponu 3,3–10,2 
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µM. Derivati koji ne poseduju tercijarnu amino-grupu pokazali su se znaĉajno 
aktivnijim od metilovanih analoga (93 (69%) i 98 (61%) u poreĊenju sa 96 (48%) i 101 
(27%)). Derivati sa cijano-grupom umesto F u poloţaju C-5 pokazuju viši stepen 
inhibicije (21 (84%) i 99 (75%) u poreĊenju sa F-supstituisanim 91 (34%) i 94 (56%)). 
PoreĊenjem slika 47-A i 47-Bxxiv, na kojima su prikazane interakcije liganada 20 i 21 sa 
aktivnim mestom enzima dobijene molekulskim modelovanjem, uoĉava se dodatna 
vodoniĉna veza koju ostvaruje cijano-grupa iz jedinjenja 21 sa Arg231. Pretpostavlja se 
da je ova vodoniĉna veza odgovorna za zakljuĉavanje konformacije liganda i bolje 
uklapanje u aktivno mesto. S druge strane, promena poloţaja CN grupe iz C-5 u C-6 
negativno se odraţava na aktivnost (98 (61%), 99 (75%) i 21 (84%) u poreĊenju sa 97 
(23%) i 100 (8%)), za šta je najverovatnije odgovoran gubitak vodoniĉne veze sa 
Arg231, jer cijano-grupa više nije u pogodnom poloţaju da ostvari ovu interakciju.   
 Prisustvo hlora na aminohinolinskom jezgru ima veliki uticaj ne samo sa 
sternog, već i sa elektronskog aspekta. Kada je reĉ o sternim faktorima, zamena 
vodonika hlorom u velikoj meri menja sposobnost uklapanja liganda u aktivno mesto. 
MeĊutim, elektronski uticaj hlora je mnogo veći, imajući u vidu da usled 
elektronegativnosti znaĉajno menja baznost hinolinskog azota. U tabeli 5 su prikazane 
eksperimentalno izmerene pKa vrednosti za tri izabrana derivata, od kojih jedan 
poseduje hlor u poloţaju C(7). Kao što se iz tabele 5 vidi, hinolinski azot je najmanje 
bazan kod jedinjenja 92 (pKa1 = 6,93), pa će na fiziološkom pH ovo jedinjenje biti u 
većoj meri +1 naelektrisano, dok će des-hlor derivati poput 91 (pKa1 = 7,78) biti u većoj 
meri +2. Molekulsko modelovanje ukazuje da je za ostvarivanje interkacija sa Glu252 u 
aktivnom mestu enzima BoNT/A LC neophodan pozitivno naelektrisan hinolinski 
azot.
xxv
 Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4, izvodi se zakljuĉak da se uopšteno, 
des-hlor aminohinolinski derivati jaĉe vezuju za aktivno mesto enzima i ostvaruju viši 
procenat inhibicije. 
 
 
 
 
                                                          
xxiv Videti poglavlje 3.1.1.2. 
xxv Razmatrano u poglavlju 3.1.1.2. 
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Tabela 4. In vitro inhibitorne aktivnosti benzotiofenskih derivata aminohinolina sa 
benzilaminoalkil-mostom prema BoNT/A LC metaloproteazi
a
 
Jedinjenje 
% 
inhibicije 
BoNT/A 
LC 
(20 μM) 
Jedinjenje 
% 
inhibicije 
BoNT/A 
LC 
(20 μM) 
IC50 
(µM) 
100 
S
N
H
N
H
NNC
 
8 
92 
S
F
NH N
H
N
Cl
 
55 6,6 
97 
S
N
H
N
H
NNC
 
23 
94 
S
F
N
H
N
H
N
 
56 5,9 
101 
S
NC
N N
H
N
 
27 
98 
S
NC
N
H
N
H
N
 
61 10,2 
91 
S
F
N
H
N
H
N
 
34 
93 
S
F
N
H
N
H
N  
69 8,8 
88 
S
F
N
H
N
H
N
Cl 
36 
90
S
F
N
H
N
H
N
Cl
 
69 - 
89 
S
F
N
H
N
H
N
 
42 
99 
S
NC
N
H
N
H
N
 
75 3,3 
95 
S
F
N
N
H
N
 
46 
20 
S
F
N
H
N
H
N  
76 7,4 
96 
S
F
N N
H
N  
48 
21 
S
NC
N
H
N
H
N
 
84 4,6 
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta. 
 
 
 
 
71 
 
Tabela 5. Eksperimentalno izmerene pKa vrednosti 
tri benzotiofenska derivata aminohinolina 
 
Eksperimentalno izmerene 
vrednosti 
 pKa1 pKa2 
91 7,78 9,16 
92 6,93 8,44 
93 7,44 9,05 
 
  
 Benzotiofenski derivati aminohinolina sa benzilaminoalkil-mostom pokazali su 
znaĉajan pomak u inhibitornim aktivnostima prema BoNT/A LC metaloproteazi. Kao 
naredni korak, ispitana je mogućnost zamene benzenovog prstena nekim drugim 
donorom π-elektrona. U tu svrhu testirani su derivati 22 sa 1,2,4-triazolskom jedinicom 
i 23 sa trostrukom vezom u mostu (tabela 6).  
 
Tabela 6. In vitro inhibitorne aktivnosti prema BoNT/A LC metaloproteazi 
benzotiofenskih derivata aminohinolina u kojima je benzenov prsten zamenjen 
1,2,4-triazolom ili trostrukom vezom
a
  
Jedinjenje 
% inhibicije BoNT/A LC 
(20 μM) 
22 
S
F
N
N
NH
N
H
N
H
N
 
18 
23 
S
F
N
H
N
H
N
 
29 
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna 
eksperimenta. 
 
 
 Prethodnom analizom benzotiofenskih derivata sa benzilaminoalkil-mostom 
izveden je zakljuĉak da des-hlor aminohinolinski derivati pokazuju viši stepen 
inhibicije. Zbog toga su spomenuti derivati 22 i 23 dizajnirani tako da u strukturi ne 
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sadrţe hlor. Iz tabele 6 se vidi da oba derivata ostvaruju izuzetno nizak procenat 
inhibitorne aktivnosti, bez obzira na povoljne interakcije koje su pretpostavljene 
molekulskim modelovanjem.
xxvi
 Na osnovu ovih rezultata se izvodi pretpostavka da je 
za ostvarivanje visoke aktivnosti benzotiofenskih derivata neophodan benzenov prsten, 
što u znaĉajnoj meri potkrepljuje SAR analizu. Osim toga, ovi podaci ukazuju na to da 
rezultati dobijeni molekulskim modelovanjem ne smeju da igraju presudnu ulogu u 
odabiru jedinjenja za in vitro testiranja.   
 
◘ Steroidni derivati aminohinolina 
 
 Steroidni derivati aminohinolina koji su sintetisani u ovom radu meĊusobno se 
razlikuju po duţini i tipu mosta, po tome da li u strukturi sadrţe tercijarnu amino-grupu 
i da li je na aminohinolinskom delu strukture prisutan hlor. Dodatno, ispitana je 
aktivnost jedinjenja koji u poloţajima C(7) i C(12) steroidnog jezgra ima hidroksilne-
grupe i aktivnost jedinjenja koji u mostu poseduje amidnu funkcionalnu grupu. In vitro 
inhibitorna aktivnost je odreĊena HPLC proteolitiĉkim esejom, kao i u sluĉaju 
benzotiofenskih derivata. Procenti inhibitorne aktivnosti iznose 37–85%, a IC50 
vrednosti su u opsegu 0,7-7,1 µM (tabela 7). Kao kontrolno jedinjenje korišćen je bis-
aminohinolinski derivat 15 (DOJK09-D), koji je pokazao 90% inhibicije, što je u 
odliĉnoj saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatomxxvii.101 Novi steroidni derivati 
aminohinolina, sa pojednostavljenom strukturom, ponašaju se kao izuzetno efikasni 
inhibitori BoNT/A LC in vitro, sa procentom inhibicije koji je uporediv sa prethodno 
najaktivnijim bis-aminohinolinskim derivatima.  
 Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 7 zakljuĉuje se da je za ostvarivanje 
visokog stepena inhibicije povoljniji umereno dugaĉki most (4 umesto 6 metilenskih 
grupa). Zamena hlora vodonikom u poloţaju C(7) hinolinskog jezgra povoljno se 
odraţava na aktivnost u sluĉaju derivata koji imaju most normalnog niza, kao i kod onih 
kod kojih je metil-grupa u mostu bliţa steroidnom delu molekula (121 (80%) i 127 
(75%) u poreĊenju sa 17 (JK141) (66%) i 126 (54%)). UvoĊenje metil-grupe u most 
ima pozitivan uticaj na aktivnost samo u sluĉaju 7-hloraminohinolinskog derivata i to 
kada se metil-grupa uvede u poziciju bliţu hinolinskom delu strukture (123 (77%) u 
                                                          
xxvi Razmatrano u poglavlju 3.1.1.2. 
xxvii U prethodnom testu ovo jedinjenje je ostvarilo 95% inibicije BoNT/A LC pri koncentraciji od 20 µM. 
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odnosu na 17 (JK141) (66%)). Aktivnost opada u sluĉaju uvoĊenja metil-grupe bliţe 
steroidnom delu (126 (54%)), kao i u sluĉaju des-hlor derivata (124 (71%) i 127 (75%) 
u odnosu na 121 (80%)). Najviši procenat inhibicije i najniţu IC50 vrednost pokazuje 
derivat 125, sa metil-grupom iz mosta bliţom hinolinskom delu strukture i tercijarnom 
amino-grupom (85% inhibicije pri koncentraciji 20 μM i IC50 = 0,7 μM).  
 Jedinjenje 18 (JK227) u ovom eseju pokazuje svega 48% inhibicije, što je 
znaĉajno slabiji rezultat od gotovo svih steroidnih derivata, ukljuĉujući i njegov 
acetoksi-analog 17 (JK141) (66% inhibicije). Za ovaj rezultat se moţe reći da je 
oĉekivan, imajući u vidu slabije uklapanje u aktivno mesto BoNT/A LC (manji broj 
interakcija i lošiji doking skor koji predviĊa Schrödinger program za molekulsko 
modelovanje, slike 43–45 i tabela 1). Jedinjenje 136 sa amidnom funkcionalnom 
grupom inhibira BoNT/A LC svega 37%, što drastiĉno odskaĉe od aktivnosti ostalih 
steroidnih derivata aminohinolina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
74 
 
Tabela 7. Inhibitorne in vitro aktivnosti steroidnih derivata aminohinolina prema 
BoNT/A LC metaloproteazi
a
 
Jedinjenje 
% inh 
BoNT/A 
LC  
(20 µM) 
IC50 
(µM) 
Jedinjenje 
% inh 
BoNT/A 
LC  
(20 µM) 
IC50 
(µM) 
136  
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
O
N
Cl  
37 - 
124 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
71 2,7 
18 (JK227) 
H
OH
OH
NH2
N
H N
H
N
Cl  
48 - 
127 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
75 3,0 
122 
H
OAc
OAc
NH2
N
N
H
N
 
52 1,5 
123 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
Cl  
77 2,4 
126 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
Cl  
54 - 
121 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
80 5,7 
129 
H
OAc
OAc
NH2
N
H
N
H
N
 
64 7,1 
125 
H
OAc
OAc
NH2
N
N
H
N
 
85 0,7 
17 (JK141) 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
Cl  
66 4,5 
15 (DOJK09-D)  
kontrolni uzorak 
OAc
OAcN
H
H
N
H
N
H
N
Cl
NH
NCl
()
5
()
5
 
90 12,4 
128 
H
OAc
OAc
NH2
N
H
N
H
N
Cl  
67 3,5 
 
  
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta. 
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3.3.2. Esej u motornim neuronima (preintoksikacioni model) 
 
In vitro ispitivanje aktivnosti je vaţno za prvobitnu selekciju jedinjenja, ali ne 
daje pravu sliku o inhibiciji u citosolu neuronske ćelije. Zbog toga je kao naredni korak 
u ispitivanju aktivnosti novih inhibitora primenjen esej u motornim neuronima 
razvijenim iz embrionalnih matiĉnih ćelija miša (mES-MN). Ovim eksperimentom se, 
osim inhibitorne aktivnosti, ispituje i sposobnost prolaska jedinjenja kroz membranu 
neurona. TakoĊe, za razliku od in vitro proteolitiĉkog eseja, umesto kratkog niza 
BoNT/A upotrebljava se holotoksin. Stepen inhibitorne aktivnosti izraţava se kao 
procenat oĉuvanja SNAP-25. Kvantifikacija razloţenog i nerazloţenog (oĉuvanog) 
SNAP-25 vrši se Western blot analizom, korišćenjem anti-SNAP-25 antitela. 
Glicerladehid-3-fosfat-dehidrogenza (GAPDH) je protein koji se nalazi u velikim 
koliĉinama u skoro svim ćelijama, zbog ĉega se koristi kao kontrolni protein preko koga 
se vrši normalizacija rezultata. DMSO se koristi kao negativna, a DMSO sa toksinom 
kao pozitivna kontrola. Detaljan opis izvoĊenja eseja je dat u eksperimentalnom 
delu.
127,128
 
Na osnovu procenta inhibitorne aktivnosti, vrednosti IC50 i strukturne 
raznovrsnosti, od 44 benzotiofenska i 13 steroidnih derivata aminohinolina (12 
novosintetisanih i jedinjenje 15 (DOJK09-D) koje je korišćeno kao kontrola), odabrano 
je ukupno 15 jedinjenja za testiranje u motornim neuronima (slika 55). 
44 BENZOTIOFENSKA DERIVATA
13 STEROIDNIH DERIVATA
in vitro proteolitički esej
strukturna raznovrsnost 20, 21, 93, 95, 98, 99, 101
7 benzotiofena
15 (DOJK09-D), 17 (JK141), 
18 (JK227), 121, 122, 124, 125, 127
8 steroida
 
Slika 55. Benzotiofenski i steroidni derivati odabrani za esej u mES-MN 
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◘ mES-MN esej – jedinjenja pri koncentracijama 10 i 20 µM dodata pre 
toksina 
 
U ovom eksperimentu jedinjenja su, u dve razliĉite koncentracije – 10 i 20 µM, 
dodata 30 minuta pre holotoksina BoNT/A, primenjenog u koncentraciji od 500 pM. 
Posle termostatiranja tokom 4 h, odreĊen je procenat oĉuvanog SNAP-25. Jedino je 
jedinjenje 18 (JK227), u nezavisnom eksperimentu, testirano pri koncentracijama 8 i 16 
µM. 
 Odabrani steroidni derivati, prikazani u tabeli 8, pokazuju izuzetno visok 
procenat oĉuvanja SNAP-25 pri koncentraciji 20 µM, pri ĉemu jedinjenje 17 (JK141) 
najefikasnije štiti SNAP-25 (88%). Pri niţoj koncentraciji (10 µM), jedinjenje 127 
omogućava oĉuvanje SNAP-25 ĉak 86%. Bis-steroidni derivat 15 (DOJK09-D), koji je 
korišćen radi direktnog poreĊenja sa mono-aminohinolinskim derivatima, pri obe 
koncentracije pokazao je izuzetnu aktivnost (70% oĉuvanog SNAP-25 na 10 µM i 84% 
na 20 µM). Jedinjenje 18 (JK227), uprkos niţoj aktivnosti u proteolitiĉkom eseju u 
poreĊenju sa ostalim steroidnim derivatima, u preintoksikacionom modelu pokazalo je 
umerenu aktivnost (58% pri koncentraciji 16 μM). Najaktivniji steroidni derivat 125 na 
osnovu in vitro eksperimenta (85% inhibicije BoNT/A LC), u mES-MN štiti SNAP-25 
svega 41% pri koncentraciji 20 μM, što se moţe pripisati oteţanom prolasku kroz 
membranu neurona ili metaboliĉkoj nestabilnosti u ćelijskom okruţenju. Ipak, izuzetno 
dobro slaganje ostalih rezultata sa onim dobijenim u in vitro proteolitiĉkom eseju, 
pruţaju dobru osnovu za tvrdnju da steroidni derivati ispoljavaju inhibitornu aktivnost 
tako što vrše inhibiciju BoNT/A LC.  
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Tabela 8. Aktivnost steroidnih derivata aminohinolina u mES-MN eseju 
kada su jedinjenja primenjena pre toksina
a
 
Jedinjenje 
% očuvanog 
SNAP-25 
Jedinjenje 
% očuvanog 
SNAP-25 
 10 μM  20 μM  10 μM 
 20 
μM 
15 (DOJK09-D) 
OAc
OAcN
H
H
N
H
N
H
N
Cl
NH
NCl
()
5
()
5
 
70 84 
122 
H
OAc
OAc
NH2
N
N
H
N
 
70 69 
17 (JK141) 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
Cl  
72 88 
124 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
67 69 
18 (JK227)
b 
H
OH
OH
NH2
N
H N
H
N
Cl  
46
b
 58
b
 
125 
H
OAc
OAc
NH2
N
N
H
N
 
20 41 
121 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
28 67 
127 
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
 
86 87 
a
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta; SEM < 19%; % oĉuvanog 
SNAP-25 u pozitivnoj kontroli (DMSO+toksin) iznosi 17%; 
b
Testirano pri koncentracijama 8 i 16 
μM. 
 
Kod benzotiofenskih derivata, slika nije jednoznaĉna (tabela 9). Jedinjenja 99 i 
21, koja u in vitro testu pokazuju izuzetno visok procenat inhibicije (75% i 84%), u 
motornim neuronima pri koncentraciji 20 µM štite SNAP-25 svega 43% i 27%. Ovaj 
rezultat (kao i u sluĉaju steroidnog derivata 125) moţe da ukazuje na problem prolaska 
jedinjenja kroz ćelijsku membranu neurona. S druge strane, jedinjenje 101 koje se u in 
vitro testu pokazalo kao slabo aktivno (inhibicija 27%), u eksperimentu u motornim 
neuronima omogućava zaštitu SNAP-25 64% pri koncentraciji 20 µM. Ovaj podatak je 
od izuzetnog znaĉaja, jer pruţa dodatne informacije o mehanizmu delovanja. Jedna od 
pretpostavki je da derivat 101 ne ispoljava svoju aktivnost inhibiranjem proteolitiĉke 
aktivnosti toksina, nego da delimiĉno spreĉava ulazak toksina u ćeliju, vezujući se za 
receptore na površini motornog neurona. Još jedna od mogućnosti je da uĉestvuje u 
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drugim procesima koji su odgovorni za ispoljavanje toksiĉnosti BoNT/A (npr. inhibicija 
nekog drugog enzima).  
 
Tabela 9. Aktivnost benzotiofenskih derivata aminohinolina u mES-MN eseju kada su 
jedinjenja primenjena pre toksina
a
  
Jedinjenje 
% očuvanog 
SNAP-25 
Jedinjenje 
% očuvanog 
SNAP-25 
 10 μM  20 μM  10 μM 
 20 
μM 
20
S
F
N
H
N
H
N  
58 68 
98 
S
NC
N
H
N
H
N
 
34 53 
21
S
NC
N
H
N
H
N
 
22 27 
99 
S
NC
N
H
N
H
N
 
36 43 
93
S
F
N
H
N
H
N  
62 62 
101 
S
NC
N N
H
N
 
59 64 
95
S
F
N
N
H
N
 
44 55 
  
 
aRezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta; SEM < 25%; % oĉuvanog 
SNAP-25 u pozitivnoj kontroli (DMSO+toksin) iznosi 17%. 
 
 
 
◘ mES-MN esej – jedinjenja u različitim koncentracijama dodata pre 
toksina 
 
U nastavku istraţivanja najaktivniji derivati su testirani u neuronima pri 5 
razliĉitih koncentracija (0,1, 1, 5, 10 i 20 µM). Za ovaj eksperiment odabrano je 5 
steroidnih (15 (DOJK09-D), 17 (JK141), 121, 124 i 127) i 2 benzotiofenska derivata 
(20 i 101). Primenjeni su identiĉni uslovi kao i u prethodnom eksperimentu. Rezultati su 
prikazani na grafiku 1.  
PotvrĊen je visok procenat aktivnosti, pri ĉemu se posebno izdvajaju steroidni 
derivati 15 (DOJK09-D), 17 (JK141) i 127 i benzotiofenski derivati 20 i 101. Na 
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osnovu rezultata se moţe zakljuĉiti da uvoĊenje hlora u C(7) poloţaj na 
aminohinolinskom jezgru u velikoj meri pozitivno utiĉe na aktivnost steroidnih derivata 
u motornim neuronima (IC50 (17 (JK141)) ~ 10 μM; IC50 (121) = 10–20 μM). Jedinjenja 
124 i 127 koja se razlikuju samo po poloţaju metil-grupe u mostu, takoĊe pokazuju 
razliĉito ponašanje. Pri koncentraciji 20 μM, jedinjenje 127 sa metil-grupom bliţom N-
C(24) mnogo efikasnije štiti SNAP-25 od proteolize, dok je pri niţim koncentracijama 
aktivnost ova dva jedinjenja podjednaka. Bis-aminohinolinski derivat 15 (DOJK09-D) 
pokazuje izuzetnu aktivnost sa IC50 < 10 μM. Oba benzotiofenska derivata 20 i 101 
pokazuju IC50 vrednosti u opsegu 10–20 μM. Uopšteno govoreći, pokazano je da 
jedinjenja ispoljavaju razliĉitu aktivnost pri razliĉitim koncentracijama (sa porastom 
koncentracije od 0,1 ka 20 µM, raste i procenat oĉuvanog SNAP-25), što ukazuje na 
mehanizam kompetitivne inhibicije.  
 
Grafik 1. Zavisnost oĉuvanja SNAP-25 od koncentracije primenjenog jedinjenja 
(0,1 → 20 μM) u mES-MN kada su jedinjenja dodata pre toksina (rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta +/- SEM, vrednosti date u Prilogu, 
tabela P2) 
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Od novosintetisanih steroidnih derivata najviši stepen inhibicije pokazuje 
jedinjenje 17 (JK141) (81% oĉuvanog SNAP-25 pri koncentraciji 20 μM). Imajući u 
vidu strukturu jedinjenja 17 (JK141) i ĉinjenicu da se u crevima i jetri miša nalazi veliki 
broj karboksiesteraza, za dihidroksi analog 18 (JK227) moţe da se oĉekuje da je 
potencijalni metabolit u in vivo uslovima. Iz tog razloga, jedinjenje 18 (JK227) je 
nezavisno testirano pri devet razliĉitih koncentracija (0,25 do 64 μM, grafik 2). Kao i u 
sluĉaju jedinjenja 17 (JK141), pokazano je da procenat oĉuvanog SNAP-25 raste sa 
porastom koncentracije (dozno-zavisno). Jedinjenje vrši zaštitu SNAP-25 do 94% pri 
koncentraciji 64 μM, sa IC50 = 8–16 μM.  
Ĉinjenica da jedinjenje 17 (JK141) i njegov pretpostavljeni metabolit 
18 (JK227) pokazuju izuzetnu aktivnost u motornim neuronima, predstavlja dobru 
osnovu za dalja ispitivanja biološke aktivnosti ovih jedinjenja. 
 
 
Grafik 2. Zavisnost oĉuvanja SNAP-25 od koncentracije jedinjenja 18 (JK227) 
(0,25 → 64 μM) u mES-MN kada se jedinjenje doda pre toksina (rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost dva nezavisna eksperimenta +/- SEM, vrednosti date u Prilogu, 
tabela P3) 
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3.3.3. Esej u motornim neuronima (postintoksikacioni model) 
 
Da bi neko jedinjenje moglo da ima primenu u terapeutske, a ne u profilaktiĉke 
svrhe, potrebno je da se ispita njegova inhibitorna aktivnost kada se primeni nakon što 
toksin uĊe u citosol neurona. Zbog toga je od posebnog znaĉaja za dalji odabir 
potencijalnih inhibitora botulinum neurotoksina eksperiment koji se vrši tako što se 
jedinjenja u koncentraciji 20 μM dodaju u ćelijsku kulturu mES-MN 30 i 60 minuta 
posle holotoksina BoNT/A.  
 
◘ mES-MN esej – jedinjenja pri koncentraciji 20 μM dodata 30 i 60 minuta 
posle toksina 
 
U ovom eksperimentu testirana je aktivnost 5 steroidnih (15 (DOJK09-D), 
17 (JK141), 121, 124 i 127) i jednog benzotiofenskog derivata aminohinolina (20) pri 
koncentraciji 20 μM. Rezultati su prikazani na grafiku 3.  
 
 
Grafik 3. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenja primene posle intoksikacije 
pri koncentraciji 20 μM (rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna 
eksperimenta +/- SEM, vrednosti date u Prilogu, tabela P4).  
 
82 
 
Benzotiofenski derivat 20 sa inhibitornom aktivnošću 16% posle 30 i 60 minuta, 
gotovo da uopšte ne vrši zaštitu SNAP-25 u mES-MN. Od svih testiranih derivata, 
jedini derivat koji efikasno štiti SNAP-25 kada se primeni 30 minuta posle intoksikacije 
je steroidni derivat 17 (JK141) i to ĉak 99%. Kada se primeni 60 minuta posle 
intoksikacije, vrši zaštitu SNAP-25 45%. Posebno je interesantno poreĊenje rezultata 
bis-aminohinolinskog derivata 15 (DOJK09-D) sa rezultatom dobijenim za 17 (JK141). 
Bez obzira na izuzetnu aktivnost u in vitro proteolitiĉkom eseju (inhibicija 90%), pa ĉak 
i u motornim neuronima u preintoksikacionom modelu (IC50 < 10 μM), aktivnost 
derivata 15 (DOJK09-D) drastiĉno opada kada se primeni posle intoksikacije. 
Jedinjenje 15 (DOJK09-D) u ovom eksperimentu ostvaruje svega 36% zaštite SNAP-25 
posle 30 minuta i 20% zaštite posle 60 minuta. Ovim eksperimentom je izvršeno 
direktno poreĊenje izmeĊu bis- i mono-aminohinolinskih steroidnih derivata i 
opravdana ideja o pojednostavljivanju prvobitne strukture.  
 
◘ mES-MN esej – jedinjenje 17 (JK141) pri pet različitih koncentracija 
dodato 30 minuta posle toksina 
 
Kako bi se ispitala dozna zavisnost procenta zaštite SNAP-25 od primenjene 
koncentracije jedinjenja 17 (JK141), izvršen je eksperiment u motornim neuronima, pri 
koncentracijama 0,1; 1; 5; 10 i 20 μM. Eksperiment je izvršen u kvadruplikatu, a 
jedinjenje 17 (JK141) je dodato 30 minuta posle toksina. Jedinjenje je pokazalo veoma 
dobru korelaciju izmeĊu koncentracije i aktivnosti (grafik 4).  
U ovom eksperimentu, jedinjenje 17 (JK141) je ostvarilo nešto niţu efikasnost – 
53% zaštite SNAP-25 pri 10 μM i 64% pri koncentraciji 20 μM. Ipak, detaljnim 
pregledom literature je ustanovljeno da je ovo prvi primer malih molekula inhibitora LC 
koji vrše zaštitu SNAP-25 u motornim neuronima razvijenim iz embrionalnih matiĉnih 
ćelija miša, kada se primene posle intoksikacije (postoje podaci za LC inhibitore koji se 
primenjuju posle intoksikacije, ali u spinalnim motornim neuronima embriona pileta).
47
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Grafik 4. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenje 17 (JK141) primeni 30 
minuta posle intoksikacije – dose response eksperiment u opsegu koncentracija 0,1 do 
20 μM - (rezultati su prikazani kao srednja vrednost 4 nezavisna eksperimenta +/- SEM, 
vrednosti date u Prilogu, tabela P5). IC50 = 5–10 μM.). Western blot prikaz je dat za 
jedan od ĉetiri eksperimenta. 
 
 
◘ mES-MN esej – jedinjenja 17 (JK141) i 18 (JK227) pri devet različitih 
koncentracija dodata 30 minuta posle toksina 
 
Prethodnim eksperimentima je pokazano da 17 (JK141) ostvaruje izuzetno 
visok procenat inhibicije u mES-MN, ĉak i kada se primeni posle intoksikacije (Grafici 
3 i 4). Sa ciljem daljeg ispitivanja jedinjenja 17 (JK141) i njegovog potencijalnog 
metabolita 18 (JK227), izvršen je dodatni eksperiment u kome su jedinjenja pri devet 
razliĉitih koncentracija (0,25 do 64 μM) dodata u ćelijsku kulturu 30 minuta posle 
toksina. Rezultati su prikazani na grafiku 5. U ovom eksperimentu, jedinjenje 17 
(JK141) je pokazalo dobru korelaciju izmeĊu inhibicije i primenjene koncentracije, sa 
IC50 ~ 8 μM. Aktivnost jedinjenja 18 (JK227) u ovom, kao i u preintoksikacionom 
modelu ukazuje na znaĉaj primene ćelijskog eseja za ispitivanje novih inhibitora 
(imajući u vidu nizak stepen inhibicije koji jedinjenje 18 (JK227) ostvaruje u in vitro 
eseju, 48%). Ovim eksperimentom je dobijena dodatna potvrda izuzetne aktivnosti 
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jedinjenja 17 (JK141) i njegovog potencijalnog metabolita 18 (JK227), što jedinjenje 
17 (JK141) ĉini dobrim kandidatom za primenu u profilaktiĉke i terapeutske svrhe. 
 
 
Grafik 5. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenja 17 (JK141) i 18 (JK227) 
primene 30 minuta posle intoksikacije – dose response eksperiment u opsegu 
koncentracija 0,25 do 64 μM – (rezultati su prikazani kao srednja vrednost 2 nezavisna 
eksperimenta +/– SEM, vrednosti date u Prilogu, tabela P6). 17 (JK141) pokazuje 
potencijalnu toksiĉnost pri koncentraciji 64 μM, usled slabije vidljive Western blot trake 
za GAPDH (Prilog).  
 
 
Serijom eksperimenata koji ukljuĉuju in vitro odreĊivanje proteolitiĉke 
aktivnosti BoNT/A LC i zaštitu SNAP-25 u motornim neuronima, od 44 benzotiofenska 
i 13 steroidnih derivata, izbor inhibitora pogodnih za dalja istraţivanja sveden je na 
jedinjenje 17 (JK141) (slika 56).     
8 steroida
7 benzotiofena
Eksperiment u 
mES-MN pre 
intoksikacije
6 steroida
1 benzotiofen
Eksperiment u 
mES-MN posle 
intoksikacije
H
OAc
OAc
NH2
N
H N
H
N
Cl
17 (JK141)
 
Slika 56. Prikaz suţavanja izbora inhibitora tokom eksperimenata u mES-MN 
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3.4. Metabolička i farmakokinetička analiza jedinjenja 17 (JK141) 
 
U nastavku naših istraţivanja izvršena je detaljna metaboliĉka i 
farmakokinetiĉka analiza jedinjenja 17 (JK141). Ispitane su ADMET osobine i 
vezivanje za proteine plazme. Osim toga, sistematiĉno je ispitano ponašanje jedinjenja u 
in vivo uslovima (model miša), pri razliĉitim naĉinima administracije (oralno, 
intraperitonealno i supkutano) i u razliĉitim dozama (2,5–600 mg/kg).  
 
3.4.1. ADMET osobine 
 
U ranim fazama razvoja nekog leka, vaţno je da se analiziraju razliĉite fiziĉko-
hemijske osobine. Lipofilnost (logD) ima veliki uticaj na permeabilnost jedinjenja kroz 
razliĉite membrane u biološkom sistemu. Ispitivanje lipofilnosti jedinjenja 17 (JK141) 
izvršeno je reverzno-faznom tankoslojnom hromatografijom (pH = 1) i shake-flask 
metodom (pH = 7,3). Obema metodama je pokazano da jedinjenje 17 (JK141) ima 
umerenu lipofilnost koja iznosi 2,55 (pH = 1) i 2,07 (pH = 7,3), i smatra se optimalnom 
za oralnu apsorpciju, metaboliĉku stabilnost i prolazak kroz krvno-moţdanu barijeru.129 
Metodom reverzno-fazne tankoslojne hromatografije odreĊena je i lipofilnost jedinjenja 
18 (JK227)
xxviii
, i iznosila je 2,97 (pH = 1).  
Optimalna vrednost logD predstavljala je dobru osnovu za in vitro metaboliĉku 
analizu jedinjenja 17 (JK141). Ovo jedinjenje je podvrgnuto ispitivanju rastvorljivosti, 
stabilnosti u mikrozomima i plazmi, permeabilnosti kroz membrane, kao i odreĊivanju 
inhibicije CYP enzima i stepena vezivanja za proteine plazme.
130
  
• OdreĊivanje stabilnosti jedinjenja u plazmi je znaĉajno zbog toga što 
jedinjenja koja se brzo razlaţu u plazmi uglavnom pokazuju lošu in vivo aktivnost. S 
druge strane, jetra je najvaţnije mesto odigravanja metabolizma nekog leka, pa 
mikrozomalna suspenzija moţe da se iskoristi za in vitro odreĊivanje klirensa, odnosno 
brzine razgradnje jedinjenja (intrisic clearance).  
• Citohrom P450 je grupa enzima koji igraju vaţnu ulogu u metabolizmu 
potencijalnog leka. Hidroksilacija je jedna od najĉešćih strukturnih modifikacija do koje 
dolazi dejstvom ovih enzima. S druge strane, ukoliko lek u velikoj meri vrši inhibiciju 
                                                          
xxviii Pretpostavljeni metabolit jedinjenja 17 (JK141). 
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ovih enzima, u sluĉajevima kada se vrši administracija više lekova moţe doći do 
najrazliĉitijih sporednih reakcija, što u velikoj meri moţe da doprinese toksiĉnosti. Zbog 
toga je odreĊivanje stepena inhibicije CYP450 enzima izuzetno vaţno.  
• P-glikoprotein (P-gp) je jedan od najvaţnijih transportera u mnogim tkivima i 
organima, poput mozga, bubrega i creva. MDR1-MDCK esej permeabilnosti
xxix
 sluţi za 
identifikaciju supstrata ovog proteina, odnosno, koliko će efikasno da se vrši transport 
jedinjenja kroz membrane.  
• Na kraju, jaĉina i stepen kojim će se potencijalni lek vezivati za proteine 
plazme, u velikoj meri odreĊuje distribuciju jedinjenja do ţeljenih tkiva i organa. 
Postoje razliĉiti naĉini da se odredi procenat vezivanja za proteine plazme. Najĉešći 
metod je dijaliza, zato što je u poreĊenju sa ultrafiltracijom, nespecifiĉno vezivanje 
svedeno na minimum. 
Rezultati su prikazani u tabeli 10. Rastvorljivost jedinjenja je, osim metodom 
laserske nefelometrije, potvrĊena i preciznijom shake-flask metodom sa 
spektrofotometrijskom detekcijom. Dobijen je podatak od 640 μg/mL, što ukazuje na 
jako dobru rastvorljivost u poreĊenju sa optimalnom vrednošću. Jedinjenje pokazuje i 
odliĉnu stabilnost u plazmi, imajući u vidu da je posle 1 h termostatiranja koliĉina 
preostalog jedinjenja >85%. Pokazuje izuzetnu stabilnost u humanoj i mišjoj 
mikrozomalnoj suspenziji jetre, sa vremenom poluţivota >60 minuta i klirensom <23 
μL/min/mg. U MDR1-MDCK eseju pokazuje dobru permeabilnost (45,3×10-6 cm/s u 
A→B smeru i 24,6×10-6 cm/s u B→A smeru, gde je A apikalna, a B bazolateralna 
površina ćelijskog monosloja). Vrednosti IC50 za inhibiciju enzima CYP3A4/BQ, 
CYP3A4/DBF, CYP3A4/BFC i CYP2C19/CEC su nešto lošije i kreću se od 1–10 μM, 
dok je za CYP2D6/AMMC vrednost IC50 > 10 μM. Jedini parametar koji potencijalno 
eliminiše jedinjenje 17 (JK141) iz daljih istraţivanja u ovoj oblasti je izuzetno visok 
procenat vezivanja za proteine plazme (>99%, na osnovu metode dijalize). Ipak, mnogi 
lekovi koji su u intenzivnoj upotrebi takoĊe pokazuju visok procenat vezivanja za 
proteine plazme.
131
  
 
 
 
                                                          
xxix MDR1-MDCK ćelije su nastale transfekcijom MDCK ćelija (Madin Darby canine kidney) MDR1 genom, koji 
kodira P-glikoprotein. 
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Tabela 10. In vitro metaboliĉka analiza 17 (JK141) 
ADMET osobine Optimalne vrednosti 
Rastvorljivost na pH 7.4
a
 (μg/mL) >50 >50 
Stabilnost u 
mikrozomima
b
 
T1/2 (min) >60 >30 
CLint (μL/min/mg) <23 <46 
Stabilnost u plazmi
 c
 (%) >85 >85 
CYP450 inhibicija IC50
d
 (μM) 1-10 >10 
MDR1-MDCK
e
 
Papp (A-B, 10
-6
 cm/s) 45,3 
>20 
Papp (B-A, 10
-6
 cm/s) 24,6 
Pgp Efflux Ratio 0,54 <1,5 
Vezivanje za proteine plazme
f
 (%) >99 / 
a
Rastvorljivost (n=3) je određena laserskom nefelometrijom. bJedinjenje je termostatirano sa 
humanim i mišjim mikrozomima jetre 1 h na 37 °C. cStabilnost u plazmi je određena nakon 
termostatiranja 1 h na 37°C. 
d
IC50 vrednosti su dobijene merenjem fluorescencije nakon inkubacije 
sa CYP450 enzimom i odgovarajućim supstratom na 37 °C. IC50 vrednosti su iznosile: 
CYP3A4/BQ (1,1 μM), CYP3A4/DBF (1,2 μM), CYP3A4/BFC (1,4 μM), CYP2C19/CEC (5 μM) 
i CYP2D6/AMMC (>10 μM). eKonstanta permeabilnosti (Papp) je određena nakon inkubacije 
jedinjenja na apikalnoj i bazolateralnoj površini ćelijskog monosloja tokom 1 h na 37 °C. Efflux 
Ratio (transmembranska ravnotežna konstanta) je količnik Papp konstante u B→A i A→B smeru. 
f
Određeno metodom dijalize. 
 
 
3.4.2. In vitro proučavanje vezivanja 17 (JK141) za proteine plazme  
 
Podatak o procentu vezivanja 17 (JK141) za proteine plazme dobijen metodom 
dijalize, naveo nas je na detaljnije prouĉavanje interakcija koje ovo jedinjenje ostvaruje 
sa dva najzastupljenija proteina u plazmi, a to su humani serum albumin (HSA) i kiseli 
α-1 glikoprotein (eng. AGP, α-1 acid glycoprotein). Naš naredni cilj je bio detaljno 
ispitivanje jaĉine i stepena vezivanja jedinjenja 17 (JK141) za HSA i AGP, kao i 
ispitivanje uticaja vezivanja jedinjenja 17 (JK141) na promenu sekundarne strukture 
HSA. 
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 3.4.2.1. Spektrofluorimetrijsko određivanje konstante vezivanja 17 (JK141) za 
HSA i AGP 
 
HSA je protein koji ĉini više od 50% ukupnih proteina plazme (slika 57). 
Specifiĉno vezivanje 17 (JK141) za HSA je praćeno promenom fluorescencije ovog 
proteina po dodatku jedinjenja 17 (JK141) (1–20 ekvivalenata). Sa slike 58 se uoĉava 
da sa porastom koncentracije 17 (JK141) raste fluorescencija slobodnog jedinjenja 
(oblast >330 nm), dok fluorescencija HSA neznatno opada (oblast <330 nm), što 
ukazuje da u maloj meri dolazi do formiranja kompleksa HSA-17(JK141). HSA 
poseduje dva glavna mesta vezivanja - Sudlow mesta I i II (slika 56), koja imaju afinitet 
prema negativno naelektrisanim ligandima.
132
 Eksperimentalno odreĊene kiselinske 
konstante (pKa1 = 7,09 ± 0,12; pKa2 = 9,18 ± 0,06 i pKa3 = 10,48 ± 0,27) ukazuju da je 
jedinjenje 17 (JK141) pozitivno naelektrisano (+2/+3) na pH 7,4 (dijagram raspodele 
dat je u Prilogu). Stoga, za oĉekivati je da će se slabo vezivati za ova dva mesta. 
 
 
 
 
Slika 57. Kristalna struktura HSA 
(PDB ID 1BJ5) sa naznaĉenim Sudlow 
I i II mestima. Slika je generisana 
korišćenjem programa Chimera.133 
 Slika 58. Promene u fluorescentnom 
spektru HSA (c = 5  10-7 M) po 
dodatku 17 (JK141) u PBS, pH 7,36, 
ctot = 30 mM, t = 25,0 ± 0,1 °C. 
 
Za ispitivanje nespecifiĉnih interakcija izmeĊu HSA i liganda, ĉesto se koristi 
eksperiment izmene sa ANS (8-anilinonaftalen-1-sulfonska kiselina). U ovom 
eksperimentu, za HSA je prvo vezan ANS, a zatim je dodavan 17 (JK141) (0,20–6,13 
ekvivalenata). Sa slike 59 se uoĉava intenzitet fluorescencije kompleksa HSA-ANS 
opada po dodatku 17 (JK141), što ukazuje da 17 (JK141) istiskuje ANS sa hidrofobnih 
mesta na površini HSA.  
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Slika 59. Promene u fluorescentnom spektru kompleksa HSA-ANS (c = 5  
10
-7
 M, molski odnos HSA/ANS 1:1) po dodatku 17 (JK141) u fosfatnom 
puferu pH 7,36, ctot = 30 mM, t = 25,0 ± 0,1 °C 
 
 
AGP je drugi po zastupljenosti protein u ukupnim proteinima plazme (slika 60). 
Na slici 61 je prikazan fluorescentni spektar AGP po dodatku 17 (JK141) (1–20 
ekvivalenata). Intenzitet fluorescencije AGP opada po dodatku 17 (JK141) (u opsegu 
talasnih duţina 300-330 nm), dok intenzitet fluorescencije slobodnog 17 (JK141) raste 
(u opsegu talasnih duţina 330-450 nm). Gašenje fluorescencije AGP pomoću 17 
(JK141) ukazuje na graĊenje kompleksa AGP-17(JK141). 
 
 
 
 
Slika 60. Kristalna struktura humanog 
AGP sa vezanim molekulom Tris 
(oznaĉen zelenom bojom) pri rezoluciji 
1,8 Å.
134
  
 Slika 61. Promene u fluorescentnom 
spektru AGP (c = 510-7 M) po 
dodatku 17 (JK141) u PBS, pH 7,34, 
ctot = 30 mM, t = 25,0 ± 0,1 °C. 
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Na osnovu ovih eksperimenata odreĊene su i Stern-Volmer-ove konstante 
vezivanja
135
 17 (JK141) za HSA i AGP. PoreĊenjem dobijenih vrednosti, uoĉava se da 
se 17 (JK141) oko 10 puta jaĉe vezuje za AGP nego za HSA. 
Ksv = (4,56 ± 0,27) × 10
4 
za HSA 
Ksv = (6,99 ± 0,25) × 10
5 
za AGP 
 Vrednosti konstanti vezivanja koje su dobijene u ovom eksperimentu su od 
izuzetne vaţnosti. One ukazuju na to da je interakcija izmeĊu proteina plazme i 17 
(JK141) optimalna da obezbedi transport leka i da ga oslobodi na mestu gde treba da 
deluje (Ksv = 10
4 – 106). Ova pretpostavka potkrepljena je detaljnim revijama o 
interakcijama izmeĊu leka i ova dva proteina.136,137 
 
 3.4.2.2. Hromatografsko određivanje procenta vezivanja 17 (JK141) za HSA i 
AGP  
 
Procenat vezivanja 17 (JK141) za HSA i AGP odreĊen je i hromatografskom 
metodom, korišćenjem stacionarnih faza koje imaju hemijski vezane ove proteine. 
Jedinjenje je naneto na kolonu, a zatim hromatogram praćen pomoću UV detektora. U 
oba sluĉaja, jedini signal koji je detektovan je signal koji potiĉe od dimetil-sulfoksida 
(Prilog), što ukazuje na izuzetno visok procenat vezivanja jedinjenja 17 (JK141) za 
HSA i za AGP. Vezivanje za HSA je procenjeno na 99,1%, dok je procenat vezivanja 
17 (JK141) za AGP nemerljivo visok.  
 
 3.4.2.3. Proučavanje uticaja vezivanja jedinjenja 17 (JK141) na promenu 
sekundarne strukture HSA pomoću FTIR 
 
Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom je metoda koja se 
intenzivno koristi za ispitivanje interakcija izmeĊu malih molekula i proteina. Amidna 
traka III (1230–1410 cm-1) je odabrana za prouĉavanje interakcija jedinjenja 17 (JK141) 
sa HSA zato što, za razliku od amidne trake I, kod nje ne dolazi do interferencije sa 
karbonilnim grupama iz molekula. Amidna traka III potiĉe najvećim delom od C-N 
valencione vibracije koja se kupluje sa N-H deformacionim vibracijama. Na slici 62 
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prikazane su amidne trake III za razliĉite odnose HSA:17(JK141) i oznaĉeni su regioni 
sekundarnih struktura. Spektar HSA je oznaĉen crvenom bojom. U sluĉaju odnosa 1:1 
(plava boja), ne dolazi ni do kakve promene u sekundarnoj strukturi proteina. U sluĉaju 
5 i 10 ekvivalenata 17 (JK141) u odnosu na HSA (ljubiĉasta i zelena boja) u najvećoj 
meri raste procenat β-zavijutaka, dok najzastupljeniji oblik sekundarne strukture (α-
heliks) ostaje nepromenjen. Ovaj podatak je izuzetno vaţan, jer govori o tome da 
jedinjenje 17 (JK141) ne menja u velikoj meri sekundarnu strukturu proteina HSA, a 
samim tim ne remeti njegovu funkciju u organizmu.  
  
 
 
Slika 62. Promena amidnog III regiona HSA po dodatku 17 (JK141), sa oznaĉenim 
regionima sekundarnih struktura  
 
3.4.3. In vivo farmakokinetička analiza 
 
Bez obzira na visok procenat vezivanja za proteine plazme, ostale ADMET 
karakteristike jedinjenja 17 (JK141) su se pokazale kao izuzetno dobre. Zbog toga je 
izvršena detaljna farmakokinetiĉka analiza u in vivo uslovima. OdreĊena je maksimalna 
koncentracija jedinjenja u serumu posle oralne i supkutane administracije. Serum je 
analiziran i na prisustvo najĉešćih metabolita. Uzorci krvi su vaĊeni iz srca miša u 
razliĉitim vremenskim intervalima. Posle centrifugiranja, serumi su odvojeni i ĉuvani na 
temperaturi –20 °C do trenutka analize. Koncentracija jedinjenja je izmerena pomoću 
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UPLC-MS/MS instrumenta. Kalibracione prave su konstruisane pravljenjem 
standardnih rastvora u humanom serumu. 
 
 3.4.3.1. Validnost metoda za određivanje ukupne i slobodne koncentracije 
17 (JK141) 
 
Ukupna koncentracija jedinjenja u serumu predstavlja zbirnu koncentraciju 
slobodnog jedinjenja i jedinjenja koje je vezano za proteine plazme. Ukupna 
koncentracija se odreĊuje tako što se prvo izvrši denaturacija proteina, kako bi došlo do 
oslobaĊanja jedinjenja iz kompleksa sa proteinom, jer jedino slobodno jedinjenje moţe 
da se detektuje pomoću UPLC-MS/MS. Poznato je da proteini mogu da se denaturišu na 
razliĉite naĉine (dodatkom organskog rastvaraĉa, amonijum-sulfata, promenom 
temperature ili pH). Dodatak organskog rastvaraĉa, poput acetonitrila ili metanola, se 
uobiĉajeno koristi u sluĉajevima rada sa serumom. U sluĉaju jedinjenja 17 (JK141), 
dodatni razlog za odabir ovih denaturišućih agenasa je dobra rastvorljivost jedinjenja u 
organskim rastvaraĉima. Ispitan je uticaj dva rastvaraĉa, acetonitrila i metanola, uz 
korišćenje ultrazvuĉnog kupatila i ultrazvuĉne sonde (slika 63). 
 
 
Slika 63. Optimizacija uslova za odreĊivanje ukupne koncentracije 17 (JK141) 
 
Rezultati efikasnosti procesa denaturacije/ekstrakcije praćeni su pomoću 
UPLC-MS/MS, merenjem površine ispod signala koji odgovara jedinjenju. U rastvor 
jedinjenja 17 (JK141) u humanom serumu koncentracije 100 μg/mL, dodato je dve 
zapremine organskog rastvaraĉa, a zatim tako dobijeni rastvor ostavljen u ultrazvuĉnom 
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kupatilu tokom 30 minuta. Posle centrifugiranja (10 minuta, 13 400 rpm), odvojeni 
supernatant je injektovan. U drugom sluĉaju umesto ultrazvuĉnog kupatila korišćena je 
ultrazvuĉna sonda (jaĉina 7, 15 minuta). Iz tabele 11 se moţe videti da su najbolji 
rezultati dobijeni korišćenjem acetonitrila i ultrazvuĉnog kupatila. 
 
Tabela 11. Ispitivanje uslova za odreĊivanje ukupne koncentracije 17 (JK141) 
Metod Površina ispod signala 
CH3CN + ultrazvuĉno kupatilo (30 min) 571886 
MeOH + ultrazvuĉno sonda (15 min) 275364 
CH3CN + ultrazvuĉno sonda (15 min) 365672 
 
Koncentracija slobodnog (nevezanog) jedinjenja se odreĊuje nakon što se iz 
uzorka uklone proteini (oni za koje je vezano jedinjenje i oni za koje nije). Pri tome je 
potrebno da se vodi raĉuna da ne doĊe do njihove denaturacije, što bi dovelo do 
(delimiĉnog) oslobaĊanja jedinjenja iz kompleksa sa proteinima. Denaturaciju proteina 
moţe da izvrši i sama mobilna faza na hromatografskoj koloni (acetonitril, 0,2% 
mravlja kiselina), zbog ĉega je neophodno da uzorak koji se injektuje bude u što većoj 
meri osloboĊen od proteina. Za odvajanje proteina iz rastvora koriste se razliĉite 
tehnike, poput ultrafiltracije, dijalize i ultracentrifugiranja. Mana dijalize je što ne moţe 
da se primeni na male zapremine uzorka, a mana ultrafiltracije je mogućnost vezivanja 
za membranu ne samo proteina, nego i malog molekula. Zbog navedenih razloga, za 
odreĊivanje koncentracije slobodnog 17 (JK141) korišćena je metoda 
ultracentrifugiranja (Beckman Coulter, rotor SW55 Ti). Prvobitno je izvršena 
optimizacija uslova centrifugiranja pod kojima će u supernatantu zaostati minimalna 
koliĉina proteina. U tu svrhu je korišćen humani serum, kao matriks koji je napribliţniji 
mišjem serumu. Posle centrifugiranja uziman je alikvot, a koliĉina zaostalih proteina 
praćena dodatkom Bradford-ovog reagensa (slika 64, desno). Prilikom centrifugiranja 
humanog seruma uoĉeno je stvaranje nekoliko slojeva u kiveti. U donjem, ţuto 
obojenom sloju nalazi se većina istaloţenih proteina. U srednjem sloju ne bi trebalo da 
ima proteina, dok se na vrhu nalazi bela skrama lipoproteina. Do vrha kivete je pre 
samog centrifugiranja naliven sloj parafinskog ulja, kako bi se spreĉilo ulubljivanje 
kivete (slika 64, levo).   
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Slika 64. Levo: uzimanje uzorka supernatanta; desno: optimizacija uslova 
ultracentrifugiranja dodatkom Bradford-ovog reagensa (1 – prisutni proteini, 2 – 
proteini u tragovima, 3 – pozitivna proba na prisustvo proteina, 4 – negativna proba na 
prisustvo proteina) 
 
Optimizovani uslovi (24 h, 25 000 rpm, 4 °C) dodatno su provereni 
odreĊivanjem koncentracije zaostalih proteina bicinhoninskom metodom. Ovom 
metodom meri se apsorbancija na 540 nm, koja potiĉe od kompleksa bicinhoninske 
kiseline i Cu
1+ 
(koji nastaje u reakciji proteina i Cu
2+
 u baznoj sredini). Koncentracija 
proteina je odreĊena iz kalibracione prave dobijene merenjem apsorbancije serije 
standardnih rastvora BSA (goveĊeg seruma albumina). U tabeli 12 prikazani su rezultati 
dobijeni prilikom odreĊivanja koncentracije proteina u poĉetnom humanom serumu i 
posle centrifugiranja pod optimizovanim uslovima. Na ovaj naĉin je izraĉunato da je 
pod optimizovanim uslovima u supernatantu zaostalo svega 1,04% proteina. 
 
Tabela 12. OdreĊivanje koncentracije zaostalih proteina 
Uzorak 
Izmerena 
apsorbancija 
na 540 nm 
Izračunata 
koncentracija 
(mg/mL) 
Serum 
razblaţen 50 
puta 
0,816 1,61 80,6 
Koncentracija 
proteina u početnom 
serumu (mg/mL) 
Uzorak posle 
centrifugiranja 
0,424 0,84 1,04 % zaostalih proteina 
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 3.4.3.2. Oralna administracija jedinjenja 
 
U prethodnim in vitro eksperimentima izmeren je visok procenat vezivanja 
jedinjenja 17 (JK141) za proteine plazme (>99%). Zbog toga je odluĉeno da se u in vivo 
uslovima pri oralnoj adiministraciji primeni visoka doza (400 i 600 mg/kg), u pokušaju 
da se zasite sva vezivna mesta na proteinima plazme kako bi ostalo dovoljno slobodnog 
jedinjenja koje bi moglo da stigne do ţeljene mete. Prvobitno je testirana toksiĉnost 
jedinjenja 17 (JK141) tako što su grupe od po 5 zdravih miševa primile jedinjenje u 
dozi 400 i 600 mg/kg. Sa obe doze svi miševi su bili ţivi 30 dana, odnosno do kraja 
eksperimenta, bez vidljivih znakova toksiĉnosti. 
Farmakokinetiĉka analiza je izvršena korišćenjem 7 miševa u sluĉaju doze 
400 mg/kg i 6 miševa u sluĉaju doze 600 mg/kg. Jedinjenje 17 (JK141) je 
administrirano oralno u obliku rastvora pomoću gavaţne sonde. Krv je vaĊena iz srca u 
intervalu 15–120 minuta, a miševi su prethodno anestezirani pomoću hloroforma. 
Uzorci seruma su analizirani na prisustvo jedinjenja 17 (JK141) i potencijalnih 
metabolita korišćenjem UPLC-MS/MS. Pre analize su svi uzorci tretirani dvema 
zapreminama acetonitrila, kako bi bili osloboĊeni od proteina.xxx U tabeli 13 su 
prikazani rezultati ukupne koncentracije jedinjenja 17 (JK141) u serumu, posle primene 
oralne doze od 400 i 600 mg/kg. Primećuje se da je u sluĉaju obe primenjene doze 
koncentracija jedinjenja 17 (JK141) u serumu niska, što govori o lošoj 
bioraspoloţivosti. U sluĉaju doze od 400 mg/kg, maksimalna koncentracija iznosi 
5,5 μg/mL (7,8 μM) posle 22 minuta od trenutka administracije, dok u sluĉaju doze od 
600 mg/kg jedinjenje dostiţe maksimalnu koncentraciju 8,5 μg/mL (11,9 μM) posle 15 
minuta.  
 
 
 
 
                                                          
xxx Detaljan opis izvoĊenja farmakokinetiĉke analize dat je u poglavlju Eksperimentalni deo, a odgovarajući 
hromatogrami nalaze se u Prilogu. 
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Tabela 13. Ukupna koncentracija 17 (JK141) u serumu miševa posle  
oralne doze od 400 i 600 mg/kg
a
 
 Doza 400 mg/kg  Doza 600 mg/kg  
Vreme (min) 
Koncentracija  
μg/mL (μM) 
Koncentracija  
μg/mL (μM) 
15 2,3 (3,3) 8,5 (11,9) 
22 5,5 (7,8) -
b
 
30 2,8 (4,0) 4,2 (5,9) 
45 2,3 (3,3) 2,2 (3,1) 
60 2,0 (2,8) <LOQ
c
 
90 <LOD 2,8 (4,0) 
120 <LOD <LOQ
d
 
a
Koncentracija [μg/mL] je određena pomoću UPLC-MS/MS. Koncentracija u μM je data u 
zagradama. Rezultati predstavljaju vrednost dobijenu za jednog miša za svaku vremensku tačku. 
LOD = limit detekcije; LOQ = Limit kvantifikacije.
 bUzorak nije uzet u ovoj vremenskoj tački. 
c
Koncentracija je procenjena na 1,8 μg/mL (2,5 μM)<LOQ. dKoncentracija je procenjena na 
1,7 μg/mL (2,4 μM)<LOQ 
 
Na grafiku 6 je prikazana promena ukupne koncentracije 17 (JK141) u serumu 
miša u zavisnosti od vremena.  
 
 
Grafik 6. Ukupna koncentracija 17 (JK141) u serumu u prva dva sata od 
administracije 
 
Bez obzira na nisku ukupnu koncentraciju jedinjenja, uzorci seruma su 
podvrgnuti odreĊivanju slobodne koncentracije metodom ultracentrifugiranja, pod 
optimizovanim uslovima (Beckman Coulter, rotor SW55 Ti, 24 h, 25 000 rpm, 4 °C). Iz 
supernatanta je pomoću šprica uzimana mala zapremina uzorka (slika 63, levo) i 
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analizirana pomoću UPLC-MS/MS. Naţalost, ni u jednom uzorku nije zabeleţen signal 
koji potiĉe od jedinjenja, što znaĉi da je sva koliĉina 17 (JK141) koja se nalazi u krvi 
vezana za proteine plazme (na nivou detekcije). Vezivanje za proteine plazme (PPB
xxxi
) 
je procenjeno na >99%, što je u skladu sa rezultatima dobijenim primenom in vitro 
metoda. U tabeli 14 su sumirani podaci dobijeni u ovim eksperimentima. 
 
Tabela 14. In vivo farmakokinetiĉki parametri za jedinjenje 17 (JK141)  
posle oralne administracije u dve razliĉite doze 
parametar 400 mg/kg 600 mg/kg 
Tmax (min) 22 15 
Cmax (μM) 7,8 11,9 
AUC0-120 (μM∙min) 253 526 
t1/2 (min)
a
 43 23 
vreme Tc > 3μM
b
 (min) >45 >45 
PPB (%)
c 
>99% >99% 
a
Vrednosti t1/2 (min) izraĉunate su sa grafika 6 korišćenjem programa GraphPad 
Prism 6; 
b
Vreme tokom kog je ukupna koncentracija > 3 μM. cMetodom 
ultracentrifugiranja nije detektovan slobodan 17 (JK141). 
 
Prilikom oralne administracije jedinjenje prolazi kroz ţeludac, creva i jetru pre 
nego što dospe do krvotoka. Na tom putu podloţno je dejstvu razliĉitih enzima, pri 
ĉemu najĉešće dolazi do oksidacije i nastajanja metabolita M+16 i M+32. Osim toga, 
dejstvom karboksi-esteraza potencijalno moţe da doĊe do mono- i bis-deacetilovanja. 
Ukoliko bi došlo do deacetilovanja obe estarske funkcionalne grupe, iz 17 (JK141) bi 
nastao hidroksi-analog 18 (JK227). Zbog toga su uzorci seruma analizirani na prisustvo 
sledećih metabolita: M+16, M+32, MonoAc, MonoAc+16, MonoAc+32, JK227, 
JK227+16 i JK227+32 (tabela 15). Ni u jednom uzorku nisu detektovani ovi metaboliti. 
 
 
 
 
                                                          
xxxi eng. plasma protein binding 
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Tabela 15. Mase praćenih jona potencijalnih metabolita 
Metabolit [M+H]
+
 
JK141+16 725 
JK141+32 741 
MonoAc 667 
MonoAc+16 683 
MonoAc+32 699 
JK227 624,97
a
 
JK227+16 641 
JK227+32 657 
a
Masa jona je praćena na dve decimale, zato što za 
ovo jedinjenje postoji odgovarajući standard. 
 
 3.4.3.3. Intraperitonealna administracija jedinjenja 
 
Intraperitonealna administracija (i.p.) je mnogo invazivnija metoda u poreĊenju 
sa oralnom primenom, ali se u najvećem broju sluĉajeva bioraspoloţivost leka na ovaj 
naĉin poboljšava. Zbog toga je jedinjenje 17 (JK141) i.p. putem dato u znaĉajno niţim 
dozama – 10 mg/kg i 2,5 mg/kg. Jedinjenje je za i.p. administraciju rastvoreno u smeši 
50%PEG400/50%voda. Dozom od 10 mg/kg tretiran je jedan miš. Smrt je nastupila 
posle 11 minuta, uz izrazito jake konvulzije. Dozom od 2,5 mg/kg tretirana su 3 miša. 
Smrt je nastupila posle 16, 25 i 30 minuta, pa samim time uzorci krvi za analizu u ovom 
eksperimentu nisu uzimani. 
 
 3.4.3.4. Supkutana administracija jedinjenja 
 
Administracija jedinjenja supkutanim putem (s.c.) je manje invazivna od 
intraperitonealnog naĉina davanja. Ispitana je toksiĉnost jedinjenja 17 (JK141) u dozi 
od 10 mg/kg, tako što je jedinjenje prethodno rastvoreno u smeši 25%PEG400-
75%H2O. Od 5 miševa preţivela su 4 miša. U niţoj dozi (5 mg/kg) u smeši rastvaraĉa 
12,5%PEG/87,5%H2O, jedinjenje nije ispoljilo toksiĉnost.
xxxii
 Eksperiment u kome su 
miševi podvrgnuti vaĊenju krvi iz srca i praćenju farmakokinetike izvršen je pri niţoj, 
netoksiĉnoj dozi, u istoj smeši rastvaraĉa. U ovaj eksperiment je bilo ukljuĉeno 20 
                                                          
xxxii Neposredno posle administracije zapaţa se neobiĉno ponašanje: lokalna iritacija na koţi, miševi se ĉešu i liţu 
(svrab=pruritus). 
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miševa, a krv je vaĊena u vremenskom intervalu od 5 minuta do 24 h. Naţalost, u svim 
uzorcima jedinjenje je detektovano samo u tragovima, uz izuzetno oteţanu 
kvantifikaciju usled preklapanja signala sa pozadinskim šumom (Prilog). Dobijene 
vrednosti za ukupnu koncentraciju 17 (JK141) u serumu prikazane su u tabeli 16. 
Svi uzorci su potom analizirani na prisustvo metabolita, kao i u sluĉaju oralne 
administracije (tabela 15). Detektovani su joni koji odgovaraju masama 
monoacetilovanog derivata, kao i mono- i bis-hidroksilovanog 18 (JK227) (JK227+16 i 
JK227+32). U znaĉajnijoj koliĉini pronaĊen je samo jon koji odgovara masi JK227+32. 
MeĊutim, HRMS analizom je utvrĊeno da se masa pronaĊenog jona (TOF: 657,3666; 
Orbitrap: 657,36199) razlikuje od mase ţeljenog na prvoj decimali (657,41411), što 
znaĉi da u in vivo uslovima nije došlo do nastanka pretpostavljenog metabolita (na 
nivou detekcije). 
 
Tabela 16. Ukupna koncentracija 17 (JK141) u serumu miševa  
posle s.c. administracije 
Uzorak 
Koncentracija 
(μg/mL) 
Koncentracija 
(μM) 
JK141_sc_5min 0,16 0,22 
JK141_sc_10min 0,17 0,23 
JK141_sc_50min 0,58 0,82 
JK141_sc_60min 0,47 0,66 
JK141_sc_150min 0,71 1,00 
JK141_sc_4h 0,37 0,52 
U ostalim uzorcima jedinjenje ili nije detektovano ili kvantifikacija nije 
bila moguća zbog limita detekcije. 
 
   
Iz prethodnih eksperimenata izvodi se nekoliko zakljuĉaka. Prilikom oralne 
administracije, jedinjenje je netoksiĉno ĉak i u izuzetno visokoj dozi (600 mg/kg), ali je 
bioraspoloţivost loša. S druge strane, kada je jedinjenje primenjeno intraperitonealno u 
dozi 2,5 mg/kg, primećena je akutna toksiĉnost. Svi miševi su umrli uz izuzetno jake 
konvulzije, ubrzo nakon administracije jedinjenja. Jedna od pretpostavki je da prilikom 
oralne administracije dolazi do nedovoljne apsorpcije jedinjenja, te se većina metaboliše 
na razliĉite naĉine i izluĉuje iz organizma. S druge strane, prilikom intraperitonealnog 
doziranja, jedinjenje stiţe do krvotoka znaĉajno brţe. Kako je ustanovljeno da se ovo 
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jedinjenje vezuje za proteine plazme >99%, moguće je da se vezuje i za druge proteine 
u organizmu, blokirajući time njihovu funkciju i dovodeći do smrti. Supkutanom 
administracijom takoĊe nije postignuta ţeljena koncentracija jedinjenja u krvi. Ipak, 
imajući u vidu izuzetnu aktivnost jedinjenja 17 (JK141) u mES-MN u 
postintoksikacionom modelu, izvanredne ADMET osobine, optimalne Ksv vrednosti i 
ĉinjenicu da pri oralnoj administraciji moţe da se detektuje u serumu u koncentraciji od 
11,9 μM, predmet budućih istraţivanja bi trebalo da bude optimizacija uslova 
administracije u cilju postizanja duţeg poluvremena ţivota, uz odrţavanje niske 
(netoksiĉne) koncentracije. 
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3.5. Inhibicija parazita Plasmodium falciparum  
 
Cilj ovog rada je i ispitivanje sintetisanih derivata kao inhibitora parazita 
Plasmodium falciparum. In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih jedinjenja 
odreĊena je prema aseksualnim formama tri P. falciparum soja: D6 (hlorokin-osetljiv 
soj), W2 (hlorokin-rezistentan soj) i TM91C235 (višestruko rezistentni tajlandski soj). 
Kao pozitivne kontrole korišćeni su hlorokin (CQ) i meflokin (MFQ). Osim toga, 
ispitana je aktivnost odabranih jedinjenja prema seksualnoj formi parazita, odnosno 
prema gametocitima u fazi V soja 3D7. Kao pozitivna kontrola korišćeno je metilensko 
plavo. Antimalarijska aktivnost jedinjenja u in vivo uslovima testirana je u P. berghei 
inficiranim miševima, korišćenjem modifikovanog Thompson-ovog testa. 
 
3.5.1. In vitro antimalarijska aktivnost prema aseksualnim formama parazita 
 
U okviru ove doktorske disertacije ispitivali smo in vitro antimalarijsku 
aktivnost ĉetrdeset jednog benzotiofenskog derivata aminohinolina (tabela 17). Poredeći 
dve serije benzotiofenskih derivata sa alifatiĉnim mostom normalnog niza, dolazi se do 
zakljuĉka da su derivati C(2) serijexxxiii manje aktivni prema D6, W2 i TM91C235 
sojevima P. falciparum od C(3) serije
xxxiv
. Od svih derivata iz C(2) serije, izdvaja se 
jedino jedinjenje 70, koje je znaĉajno aktivnije od hlorokina prema W2 i TM91C235 
sojevima, dok je prema D6 soju podjednako aktivno. Uopšteno, derivati bez hlora na 
hinolinskom jezgru pokazali su niţu aktivnost od njihovih analoga sa hlorom. UvoĊenje 
metil- i izopropil-grupe na sekundarni alifatiĉni azot dovelo je do smanjenja aktivnosti 
prema sva tri soja, osim u sluĉaju 67, koji je prema D6 i W2 sojevima nešto aktivniji od 
svog prekursora 61. Produţetak mosta od dve do ĉetiri metilenske jedinice kod 
nesupstituisanih benzotiofenskih derivata, doveo je do poboljšanja aktivnosti prema sva 
tri soja (64 vs 61). Oba derivata sa fluorom u poloţaju C(5) benzotiofenskog jezgra, 70 i 
72, pokazala su bolju aktivnost u odnosu na derivate bez fluora. Od 14 sintetisanih C(3) 
derivata, pet je aktivnije od hlorokina prema D6 soju, deset prema TM91C235, a svi 
derivati su aktivniji prema W2 soju. Pored toga, šest derivata je aktivnije od meflokina 
prema D6 i TM91C235 sojevima. UvoĊenje fluora ili cijano-grupe u poloţaj C(5) ili 
                                                          
xxxiii Odnosi se na derivate kod kojih je most vezan za C(2) poloţaj benzotiofena. 
xxxiv Odnosi se na derivate kod kojih je most vezan za C(3) poloţaj benzotiofena. 
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C(6) benzotiofenskog jezgra, nije pokazalo jednoznaĉan uticaj na aktivnost. Kao i kod 
C(2) serije, i kod derivata C(3) serije uklanjanje hlora iz poloţaja C(7) na hinolinskom 
jezgru se nepovoljno odrazilo na aktivnost prema sva tri soja. Objašnjenje za ovakav 
trend moţe da leţi u ĉinjenici da su 7-hloraminohinolini manje bazni od des-
hloraminohinolina, usled ĉega su na fiziološkom pH preteţno monoprotonovani, dok će 
des-hloraminohinolini biti dvostruko protonovani. Pretpostavlja se da je njihov ulazak u 
hranljivu vakuolu u tom obliku oteţan.138   
Svi derivati sa benzilaminoalkil-mostom pokazali su bolju aktivnost od 
hlorokina prema W2 soju. Osim toga, tri derivata su se pokazala podjednako aktivna 
kao i hlorokin prema D6 soju, dok je derivat 21 aktivniji od hlorokina prema sva tri 
soja, a od meflokina prema D6 soju. PoreĊenje in vitro aktivnosti fluorovanih i cijano 
analoga 93-98 i 94-99 ukazuje na to da cijano derivati ostvaruju bolju aktivnost prema 
D6 soju. Radi ispitivanja uticaja poloţaja cijano grupe na aktivnost, sintetisani su 
analozi 21-97 i 99-100. Derivati sa cijano grupom u poloţaju C(5) benzotiofenskog 
jezgra pokazuju bolju aktivnost od C(6) izomera. TakoĊe, uoĉeno je da kraći most 
(ĉetiri metilenske grupe umesto šest) utiĉe na poboljšanje aktivnosti prema D6 soju 
(jedinjenje 21 je dvostruko aktivnije od jedinjenja 99), ali istovremeno na znaĉajno 
smanjenje aktivnosti prema W2 i TM91C235 sojevima. Za razliku od benzotiofenske 
serije sa alifatiĉnim mostom normalnog niza, uticaj hlora u poloţaju C(7) na 
hinolinskom jezgru je ovde nešto drugaĉiji. Derivat 93 bez hlora je dvostruko aktivniji 
prema D6 soju i 2,7 puta aktivniji prema TM91C235 soju od derivata 92, koji poseduje 
hlor u poloţaju C(7). TakoĊe, des-hlor derivat 89 je ĉetvorostruko aktivniji od 88 prema 
D6 soju. UvoĊenje tercijarne amino grupe, nema jednoznaĉan uticaj. Povoljno utiĉe na 
aktivnost samo prema D6 soju kod para 93-96, prema W2 i TM91C235 sojevima kod 
para 91-95, dok negativan efekat na sva tri soja pokazuje kod para 98-101. Interesantno 
je veliko odstupanje aktivnosti derivata 20 prema sva tri soja, u poreĊenju sa ostalim 
derivatima sliĉne strukture. Kako je 20 jedini derivat sa metil grupom u mostu bliţom 
alifatiĉnom azotu, jedna od pretpostavki je da je pad u aktivnostima prema sva tri soja 
posledica ove promene u strukturi. Uopšteno govoreći, ĉitava serija benzotiofenskih 
derivata sa benzilaminoalkil-mostom nije dovela do unapreĊenja aktivnosti C(3) serije 
derivata sa alifatiĉnim mostom normalnog niza. 
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OdreĊena je stabilnost pet derivata sa alifatiĉnim mostom normalnog niza u 
humanoj i mišjoj mikrozomalnoj suspenziji. Ĉetiri derivata C(2) serije sa tercijarnom 
amino-grupom (66–69) pokazala su izuzetno lošu stabilnost, sa MLM i HLM 
vrednostima ≤9 min. Derivat 74 iz C(3) serije se pokazao nešto stabilnijim sa MLM = 
23 min i HLM = 24 min. 
Indeks selektivnosti (SI), dobijen kao koliĉnik citotoksiĉnosti prema HepG2 
ćelijskoj liniji i aktivnosti prema D6 soju, prikazan je u tabeli 17. Benzotiofenski 
derivati sa benzilaminoalkil-mostom pokazuju najlošije vrednosti indeksa selektivnosti 
(29–401). Derivati C-2 grupe sa alifatiĉnim mostom normalnog niza pokazuju bolji, ali i 
dalje priliĉno nizak indeks selektivnosti (41–608), dok se u C-3 grupi indeksi 
selektivnosti nalaze u opsegu 58–1111. Treba imati u vidu da za jedinjenja koja se 
pokaţu kao toksiĉna u in vitro testu ne znaĉi nuţno da će ispoljiti toksiĉnost u in vivo 
uslovima, te stoga ovaj parameter ne sme da se koristi kao jedini za odabir jedinjenja 
koja će ići u dalja testiranja. Jedinjenje 75 sa IC50 (HepG2) = 7780 nM se pokazalo 
toksiĉno u in vivo uslovima (kada je dato u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana umrlo je 3/5 
miševa). S druge strane, jedinjenje 77 (JK29) (IC50 (HepG2) = 2258 nM) primenjeno u 
istoj dozi nije ispoljilo toksiĉnost, što ukazuje na veliki znaĉaj in vivo eksperimenata.xxxv 
Indeks rezistencije (RI) predstavlja odnos aktivnosti jedinjenja prema 
CQ-rezistentnom (W2) i CQ-osetljivom (D6) soju (tabela 17). Sva testirana jedinjenja 
pokazala su znaĉajno niţi indeks rezistencije (0,2–31,3) u poreĊenju sa hlorokinom (RI 
= 39,7), a posebno jedinjenja 20, 74, 80, 88 i 92, koja su pokazala RI < 1. Ovi rezultati 
su izuzetno vaţni, jer razvoj novih struktura sa poboljšanim antimalarijskim 
aktivnostima prema CQ-rezistentnim sojevima ima vaţnu ulogu u prevazilaţenju 
problema rezistencije. 
U tabeli 17 date su i eksperimentalno izmerene logD vrednosti iz kojih se vidi da 
većina jedinjenja pokazuje umerenu lipofilnost, kojom se postiţe ravnoteţa izmeĊu 
rastvorljivosti i permeabilnosti, a optimalna je i za dobru oralnu bioraspoloţivost i 
metaboliĉku stabilnost.129 
 
 
 
                                                          
xxxv Toksiĉnost odabranih derivata aminohinolina u in vivo uslovima detaljno je obraĊena je u poglavlju 3.6.2. 
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Tabela 17. In vitro antimalarijska aktivnost sintetisanih benzotiofenskih derivata 
Jedinjenje eksp.
 
logD
a
  
In vitro antimalarijska 
aktivnost (P. 
falciparum, IC50, nM)
b
 
HepG2
f
 
(IC50, 
nM) 
SI
g
 
HepG2/
D6 
RI
h
 
(W2/D6) 
D6c  W2d  TM91C235e  
61 
N
N
H
N
H
S Cl 
1,97 55 97 48 33438 608 1,8 
62 
N
N
H
N
H
Cl
S
 
2,38 44 87 64 1906 43 2,0 
63 
S
N
H
N
H
N
 
2,94 20 104 107 8867 440 5,2 
64 
N
N
H Cl
N
H
S  
2,63 20 45 37 866 43 2,2 
65 
S
N
H
N
H
N  
3,00 14 191 205 4867 339 13,6 
66 
N
N
H
N
S Cl 
2,69 120 296 256 5741 48 2,5 
67 
S
N N
H
N
Cl 
3,12 34 68 56 7305 215 2,0 
68 
N
N
H
N
Cl
S
 
2,76 86 177 119 7336 85 2,1 
69 
N
N
H
N
Cl
S
 
2,94 75 231 137 3054 41 3,1 
70 
S
F
N
H
N
H
N
Cl 
2,57 14 41 29 4435 317 2,9 
71 
S
F
N
H
N
H
N  
2,94 32 240 177 3227 101 7,5 
72 
S
F
N
H
N
H
N
Cl
 
2,88 20 36 32 3871 194 1,8 
74 
N
N
H
N
H
Cl
S
 
2,44 30 22 19 6120 204 0,7 
75 
N
NH
Cl
N
H
S  
2,82 6 24 17 7780 1111 4,0 
76 3,18 89 283 280 5144 58 3,2 
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S
N
H
N
H
N
 
77 (JK29) 
N
N
H
Cl
N
H
S  
3,06 8 31 68 2258 282 3,9 
78 
N
N
H
N
H
S  
3,30 65 275 299 4673 72 4,2 
79 
S
F
N
H
NH
N
Cl
 
2,63 28 50 78 2463 88 1,8 
80 
S
N
H
NH
F
N
Cl
 
2,76 32 28 20 5543 168 0,9 
81 
S
N
H
N
H
F
N
 
3,12 21 185 191 4477 211 8,8 
82 
S
F
N
H
N
H
N
Cl  
2,82 10 26 19 1649 165 2,6 
83 
S
F
N
H
N
H
N
 
3,24 16 201 177 2726 172 12,6 
84 
S
N
H
N
H
N
Cl
NC
 
2,11 5 32 24 3971 794 6,4 
85 
S
NC
N
H
N
H
N
Cl 
2,24 17 47 52 3880 228 2,8 
86 
S
N
H
N
H
N
Cl
NC
 
2,31 12 40 36 2929 244 3,3 
87 
S
NC
N
H
N
H
N
Cl
 
2,51 10 40 24 3808 381 4,0 
20 
S
F
N
H
N
H
N  
3,85 609 573 690 3162 5 0,9 
21 
S
NC
N
H
N
H
N
 
3,67 6 188 129 2575 401 31,3 
88 
S
F
N
H
N
H
N
Cl
 
3,48 130 100 154 3750 29 0,8 
89 3,73 28 144 111 3825 136 5,1 
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S
F
N
H
N
H
N
 
91 
S
F
N
H
N
H
N
 
3,98 11 125 147 2360 214 11,4 
92 
S
F
N
H
N
H
N
Cl
 
3,79 71 12 121 2087 29 0,2 
93 
S
F
N
H
N
H
N  
3,98 36 55 45 2345 65 1,5 
94 
S
F
N
H
N
H
N
 
3,92 60 277 242 2233 37 4,6 
95 
S
F
N
N
H
N
 
3,98 13 91 74 3432 264 7,0 
96 
S
F
N N
H
N
 
3,98 29 126 126 4998 173 4,3 
97 
S
N
H
N
H
NNC
 
3,73 13 197 93 3577 276 15,1 
98 
S
NC
N
H
N
H
N
 
3,67 13 44 46 2413 192 3,4 
99 
S
NC
N
H
N
H
N
 
3,85 12 81 51 1976 162 6,8 
100 
S
N
H
N
H
NNC
 
3,92 55 102 29 2049 37 1,8 
101 
S
NC
N N
H
N
 
3,42 24 65 65 8363 348 2,7 
CQ
i
 
N
NH
N
Cl  
 
15 
(6) 
595 
(5) 
206 (5)   39,7 
MFQ
i
  
23 
(6) 
7 
(5) 
55 (5)   0,3 
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N
N
H
OH
CF3
CF3
 
a 
logD vrednosti su merene reverzno-faznom hromatografijom na pH=10 (aceton/NH3/H2O= 
85/5/10); 
b
 IC50 vrednosti (nM) testiranih jedinjenja prema razliĉitim sojevima P. falciparum 
(Malaria SYBR Green Fluorescence Assay). Svi eksperimenti su izvoĊeni kao tehniĉki 
kvadruplikati; prikazane su srednje vrednosti; 
c
 CQ osetljiv P. falciparum afriĉki D6 soj; d CQ 
rezistentni P. falciparum W2 soj (Indokina); 
e
 Multirezistentni P. falciparum C235 soj (Tajland); 
f
 
In vitro citotoksiĉnost na HepG2 ćelijsku liniju; g Indeks selektivnosti; h Indeks rezistencije; i 
Kontrole: CQ kao difosfat, MFQ kao HCl so. Rezultat predstavlja srednju vrednost broja 
ponavljanja datih u zagradama. 
 
3.5.2. Inhibicija nastajanja beta-hematina (BHIA) 
 
U eritrocitnoj fazi, malarijski parazit razlaţe hemoglobin u hranljivim 
vakuolama kako bi iz proteina obezbedio slobodne aminokiseline neophodne za ishranu. 
U ovom procesu 4 ekvivalenta hema (feroprotoporfirina IX) bivaju osloboĊena, a zatim 
i oksidovana do hematina,
xxxvi
 koji je toksiĉan za mikroorganizme, pa se vrši 
detoksikacija konverzijom u hemozoin (β-hematin) ili malarijski pigment. U ovom radu 
je ispitana sposobnost deset benzotiofenskih derivata aminohinolina da inhibiraju 
nastajanje β-hematina.xxxvii PoreĊenjem vrednosti iz tabele 18, primećuje se da 9 od 10 
benzotiofenskih derivata pokazuje IC50 vrednosti niţe od hlorokin-difosfata. Cijano-
derivati 84, 85 i 87 pokazuju lošiju inhibiciju od fluorovanih i nesupstituisanih 
benzotiofenskih derivata. Pored toga, promena poloţaja F iz C(5) u C(6) vodi smanjenju 
inhibicije (79 (0,41) u poreĊenju sa 80 (0,50)). Uoĉava se i da najefikasniju inhibiciju 
nastajanja β-hematina ostvaruju benzotiofenski derivati 82 (0,38) i 77 (JK29) (0,34) sa 
mostom od ĉetiri metilenske grupe. Na kraju, derivat 76 koji jedini ne poseduje hlor na 
hinolinskom jezgru, pokazuje IC50 vrednost veću od one dobijene za hlorokin-difosfat. 
Dobijeni rezultati su u dosta dobroj korelaciji sa in vitro rezultatima prikazanim u tabeli 
17. Jedinjenja 77 (JK29) i 82 koja su pokazala najbolju aktivnost u BHIA eksperimentu 
takoĊe se nalaze meĊu najaktivnijim derivatima prema D6 i W2 soju, dok je najmanje 
aktivno jedinjenje u BHIA eksperimentu 76 pokazalo oko 10 puta više IC50 vrednosti 
prema ova dva soja. Rezultati dobijeni ovim eksperimentom ukazuju na to da je 
                                                          
xxxvi α-hematin ili samo hematin je feriprotoporfirin IX-hidroksid. 
xxxvii β-Hematin je sintetiĉki hemozoin. U ovom eksperimentu se koristi hemin (feriprotoporfirin IX-hlorid), koji se in 
situ transformiše u hematin (feriprotoporfirin IX-hidroksid). Formiranje β-hematina se inicira dodatkom acetatnog 
pufera (pH=5,2). 
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najverovatniji mehanizam delovanja novih benzotiofenskih derivata aminohinolina 
inhibicija nastajanja β-hematina, kao i u sluĉaju standardnog leka hlorokina.xxxviii 
 
Tabela 18. Vrednosti inhibicije nastajanja β-hematina  
za odabrane benzotiofenske derivate 
Jedinjenje IC50
a
 Jedinjenje IC50
a
 
77 (JK29) 0,34 62 0,85 
82 0,38 84 0,99 
79 0,41 87 1,07 
80 0,50 76 1,54 
75 0,66 hlorokin-difosfat 1,18 
85 0,78   
a
IC50 vrednosti predstavljaju molarne ekvivalente jedinjenja u odnosu na hemin, koji 
inhibiraju formiranje β‐hematina za 50% (eksperiment je izvršen u triplikatu, osim 
za CQ koji je testiran šest puta). 
 
 
3.5.3. In vitro antimalarijska aktivnost prema seksualnoj formi parazita 
 
 Dvanaest benzotiofenskih derivata aminohinolina je podvrgnuto ispitivanju 
aktivnosti prema seksualnoj formi parazita, odnosno prema gametocitima 3D7 soja u 
fazi V (slika 65), zato što je aktivnost jedinjenja u ovoj fazi od esencijalne vaţnosti za 
suzbijanje daljeg prenošenja infekcije. 
 
Slika 65. Gametociti u fazi V (oblik banane)  
                                                          
xxxviii Mehanizam dejstva hlorokina prikazan je na slici 29. 
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 Iz tabele 19 se vidi da odabrani derivati uopšteno ne pokazuju znaĉajnu 
aktivnost prema ovoj formi parazita. Ipak, 4 derivata pokazuju IC50 ≤ 0,9 μM, što 
donekle ukazuje na mogućnost daljeg razvijanja ovih struktura kao potencijalnih 
gametocitocida. 
 
Tabela 19. Aktivnost jedinjenja prema gametocitima 3D7 soja 
Jedinjenje IC50 (μM)
a,b
 Jedinjenje IC50 (μM)
a,b
 
91 0,6 87 1,8 
90 0,7 75 2,3 
98 0,7 88 2,4 
89 0,9 23 3,8 
92 1,1 62 9,9 
78 1,3 metilensko-plavo
c
 0,04 
82 1,3   
a
IC50 vrednosti testiranih jedinjenja prema gametocitima u fazi V soja 3D7 P. 
falciparum; 
bSvi eksperimenti su izvoĊeni u duplikatu; prikazane su srednje vrednosti; 
c
Pozitivna kontrola. 
 
3.5.4. In vivo antimalarijska aktivnost  
 
Sedam benzotiofenskih derivata aminohinolina je na osnovu analize rezultata 
dobijenih u BHIA eksperimentu i in vitro antimalarijskih aktivnosti odabrano za 
odreĊivanje aktivnosti u in vivo uslovima, odnosno u modelu eksperimentalne malarije 
miša. Jedinjenja 77 (JK29), 79, 80 i 82 su odabrana zato što su se pokazala kao 
najaktivnija u BHIA eksperimentu (IC50 ≤ 0,50). Jedinjenje 92 je odabrano zbog dobre 
aktivnosti prema W2 soju (IC50 = 12 nM) i niskog indeksa rezistencije (RI = 0,2). 
Indeks rezistencije < 1 kvalifikovao je i jedinjenje 74 za odreĊivanje antimalarijske 
aktivnosti u in vivo uslovima. Jedinjenje 81 odabrano je zbog strukturne sliĉnosti sa 80 
(des-hlor analog 80, kako bi se ispitao uticaj stepena protonovanosti na aktivnost i 
napravila korelacija sa in vitro aktivnostima). Osim toga, sva jedinjenja su se pokazala 
kao netoksiĉna u in vivo uslovima primenjena u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana, sa 
izuzetkom 79. Jedinjenja su prvobitno rastvorena u dimetil-sulfoksidu, zatim 
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suspendovana u smeši 0,5% hidroksietilceluloza–0,1% Tween 80 u vodi i 
administrirana oralno jednom dnevno (3 ili 4 dana), polazeći od trećeg dana posle 
infekcije. Primenjene doze i rezultati su prikazani u tabeli 20. Kod svih netretiranih 
kontrolnih miševa parazitemija je zabeleţena trećeg dana. Šestog dana parazitemija je 
bila izmeĊu 11,2% i 30%. Svi zaraţeni miševi koji nisu tretirani jedinjenjem umrli su 
izmeĊu šestog i osmog dana. Parazitemija je odreĊena posmatranjem razmaza krvi 
(Giemsa) iz repa miša pod svetlosnim mikroskopom. 
Primenjena u najvišoj dozi (160 mg/kg/dan × 3 dana) jedinjenja 74 i 81 nisu 
omogućila preţivljavanje miševa (miševi su umirali od D12 do D30). Ipak, srednje 
vreme preţivljavanja u sluĉaju oba jedinjenja je bilo znaĉajno duţe (MSTxxxix = 17-18,6 
dana) u poreĊenju sa kontrolom (svi miševi umrli od D6-D8). Dodatno, u sluĉaju 
jedinjenja 81 kod 2/5 miševa do D10 nije detektovana parazitemijaxl (D7: 5 miševa 
negativno, D10: 2 miša negativna, 3 miša pozitivna 0,2-0,4%). Kada je u istoj dozi (160 
mg/kg/dan × 3 dana) primenjeno jedinjenje 92, preţiveo je 1 od 4 miša, ali sa visokom 
parazitemijom (D31: 79%). Bez obzira na negativan rezultat u smislu izleĉenja miševa, 
aktivnost ovog jedinjenja nije zanemarljiva ako se uzme u obzir da je srednje vreme 
preţivljavanja produţeno 3 puta u odnosu na kontrolu (MST = 20,8). Jedinjenje 80, sa 
fluorom u poloţaju C(6) benzotiofenskog jezgra, primenjeno u dozi 160 mg/kg/dan × 3 
dana, dovelo je do preţivljavanja 3/5 zaraţenih miševa, ali kao i 92, uz visoku 
parazitemiju (D28: 27,2–59,4%). Iako nije dovelo do izleĉenja, jedinjenje 80 je 
produţilo vreme preţivljavanja ĉak ĉetiri puta u odnosu na kontrolu. 5-Fluoro-analog 
jedinjenja 80, jedinjenje 79, pokazalo se kao toksiĉno kada se primeni u dozi 160 
mg/kg/dan × 3 dana, zbog ĉega je testirano u niţoj dozi (80 mg/kg/dan × 3 dana). 
Naţalost, sva ĉetiri miša su umrla (D15). S druge strane, jedinjenje 82 koje se od 79 
razlikuje po tome što ima jednu metilensku grupu više u mostu, nije ispoljilo toksiĉnost 
kada je dato u visokoj dozi. Primenjeno u ovoj dozi na miševe zaraţene P. berghei, 
dovelo je do preţivljavanja 3 od 4 miša. Kao i kod 92 i 80, sva tri miša koja su preţivela 
pokazala su visok procenat parazitemije (D28: 15–79,4). Osim toga, za razliku od svog 
izomera 79, jedinjenje 82 je omogućilo preţivljavanje jednog od 5 miševa primenjeno u 
dozi 80 mg/kg/dan × 3 dana, uz dvostruko duţe srednje vreme preţivljavanja. Iako nije 
                                                          
xxxix MST = Mean survival time (srednje vreme preţivljavanja) 
xl Provera parazitemije je vršena mikroskopiranjem krvnog razmaza. Za potvrdu eliminacije parazitemije, neophodno 
je da se izvrši eksperiment na molekularnom nivou (qPCR). 
111 
 
omogućilo izleĉenje, jedinjenje 82 je dovelo do produţetka srednjeg vremena 
preţivljavanja sa 25,6 na 30,2 dana u odnosu na hlorokin primenjen u istoj dozi.  
Interesantno je i direktno poreĊenje aktivnosti jedinjenja 80 i 81. Jedinjenje 80 
sa hlorom u poloţaju C(7) na hinolinskom jezgru omogućilo je preţivljavanje 3/5 
miševa i pokazalo se aktivnije od svog des-hlor analoga 81 u ĉijem sluĉaju su svi miševi 
umrli. Ovaj podatak je od izuzetne vaţnosti, jer je u odliĉnoj korelaciji sa postignutim in 
vitro rezultatima (jedinjenje 80 je pokazalo 6,6 puta niţu IC50(W2) od jedinjenja 81). Na 
ovaj naĉin je dobijena dodatna potvrda da je ulazak dvostruko protonovanih jedinjenja u 
hranljivu vakuolu oteţan.  
 
Tabela 20. In vivo antimalarijska aktivnost benzotiofenskih derivata
a,b 
 
Jedinjenje mg/kg/dan Parazitemija 
Broj uginulih 
miševa/dan 
smrti 
Broj živih 
miševa - 
D31 
Srednje 
vreme 
preživlja-
vanja 
(MST, 
dan) 
74  
160 
D7: 5 miševa pozitivno 
0,2-0,3%; D10: 5 miševa 
pozitivno 0,3 – 7%; D14: 3 
miša pozitivna 4 – 6,9%; 
D17: 2 miša pozitivna 4,6 
– 9,3%; D21: 2 miša 
pozitivna 55,2 –57%; D24: 
1 miš pozitivan 82%; D28: 
1 miš pozitivan 86% 
2/12 
1/15 
1/24 
1/30 
0/5 18,6 
77 (JK29) 
20
c
 
D7: 2 miša negativna, 3 
miša pozitivna 0,1 – 0,2%; 
D11: 3 miša pozitivna 0,8 
– 1,9%; D14: 2 miša 
pozitivna 1,6 – 3,7%; D18: 
1 miš pozitivan 6%; D21: 1 
miš pozitivan 26,5%; D25: 
1 miš pozitivan 63%; D28: 
1 miš pozitivan 66% 
2/11 
1/14 
1/18 
1/30 
0/5 16,8 
40
c
 
D7: 5 miševa negativno; 
D11: 5 miševa negativno; 
D14: 5 miševa pozitivno 
0,6 – 2,4%; D18: 1 miš 
pozitivan 2,2%; D21: 1 miš 
pozitivan 7,3%; D25: 1 miš 
pozitivan 37%; D28: 1 miš 
pozitivan 53% 
1/15 
1/16 
2/18 
1/30 
0/5 19,4 
80
c
 
D7: 4 miša negativna; D11: 
4 miša negativna; D14: 4 
miša pozitivna 0,1 – 0,5%; 
D18: 1 miš pozitivan 2,3% 
3/18 
1/19 
0/4 18,2 
160 D7-D31: 5 miševa  5/5 >31 
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negativno 
79 80 
D7: 4 miša pozitivna 0,2 – 
0,3%; D10: 4 miša 
pozitivna 0,4 – 0,6%; D14: 
4 miša pozitivna 1,3 – 
2,7% 
4/15 0/4 15 
80 160 
D7: 5 miševa negativno; 
D10: 5 miševa negativno; 
D14: 5 miševa negativno; 
D17: 5 miševa pozitivno 
0,3 − 4,4%; D21: 4 miša 
pozitivna 2,3 − 3,8%; D24: 
3 miša pozitivna 6,7 – 
19,7% D28: 3 miša 
pozitivna 27,2 – 59,4% 
1/18 
1/21 
3/5 26,4 
81 160 
D7: 5 miševa negativno; 
D10: 2 miša negativna, 3 
miša pozitivna 0,2 – 0,4%; 
D14: 5 miševa pozitivno 
0,2 – 8,2%; D17: 1 miš 
pozitivan 31,4%; D21: 1 
miš pozitivan 41,3% 
3/15 
1/17 
1/23 
0/5 17 
82 
80 
D7: 5 miševa negativno; 
D10: 5 miševa pozitivno 
0,2 – 0,4%; D14: 5 miševa 
pozitivno 0,6 – 3,5%; D17: 
5 miševa pozitivno 1,2 – 
6,5%; D21: 5 miševa 
pozitivno 2,4 – 15,2%; 
D24: 5 miševa pozitivno 6 
– 43%; D28: 4 miša 
pozitivna 6,8 – 66,3% 
1/27 
3/31 
1/5 30,2 
160 
D7: 4 miša negativna; D10: 
3 miša negativna, 1 miš 
pozitivan 0,2%; D14: 4 
miša pozitivna 0,2 – 1,2%; 
D17: 4 miša pozitivna 0,5 
– 1,7%; D21: 4 miša 
pozitivna 1 – 37%; D24: 4 
miša pozitivna 7,4 – 
26,8%; D28: 3 miša 
pozitivna 15 – 79,4% 
1/27 3/4 30 
92 
160 
D7: 4 miša pozitivna 0,2 - 
0,4%; D10: 4 miša 
pozitivna 0,3 – 0,6%; D14: 
4 miša pozitivna 0,5 – 
0,8%; D17: 2 miša 
pozitivna 1,5 – 3,7%; D21: 
1 miš pozitivan 2,7%; D24: 
1 miš pozitivan 51,6%; 
D28: 1 miš pozitivan 72%; 
D31: 1 miš pozitivan 79% 
2/17 
1/18 
1/4 20,8 
CQ 
160 
D3: 5 miševa 0,4 − 0,9%; 
D6−D31: 5 miševa 
negativno 
 5/5 >31 
80 
D3: 5 miševa 0,5 − 0,9%; 
D6: 5 miševa negativno; 
1/17 
1/18 
3/5 25,6 
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D10: 5 miševa negativno; 
D14: 3 miša negativna, 2 
miša 0,2%; D17: 3 miša 
negativna, 1 miš 4%; 
D21: 3 miša negativna; 
D31: 3 miša negativna 
Inficirani 
nelečeni 
kontrolni 
miševi 
0 Svi miševi su umrli od 6-8 dana  
aGrupe od po 5 miševa zaraţenih parazitima P. berghei (ANKA soj) tretirane su aminohinolinima 
suspendovanim u smeši 0,5% hidroksietilceluloza-0,1% Tween 80 u vodi, p.o. jednom dnevno od 3. 
do 5. dana posle infekcije. Miševi koji su ţivi 31. dana bez parazita u krvnom razmazu smatraju se 
izleĉenim. U sluĉaju jedinjenja 77 (JK29) eliminacija parazitemije je potvrĊena qPCR analizom. bSva 
jedinjenja su u zasebnim ogledima testirana na toksiĉnost u primenjenim dozama. Nijedno jedinjenje 
nije ispoljilo toksiĉnost kada se primeni u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana, osim 79, koje je zbog toga 
testirano u dozi 80 mg/kg/dan × 3 dana. 
c
Terapija je trajala 4 dana (3. do 6. dan posle infekcije). 
 
 
Jedinjenje 77 (JK29) dato u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana pokazalo se kao 
najefikasnije, jer je izleĉilo 5/5 zaraţenih miševa (D31: svi miševi negativni na 
parazitemiju). Kada je dato u niţim dozama (80, 40 i 20 mg/kg/dan × 4 dana) svi miševi 
su umrli (od D11 do D30) (tabela 20), ali je ovo jedinjenje ĉak i u sluĉaju najniţe doze 
(20 mg/kg/dan × 4 dana) dovelo do produţetka srednjeg vremena preţivljavanja dva 
puta u odnosu na netretirane kontrolne miševe. Rezultati in vitro i in vivo antimalarijske 
aktivnosti jedinjenja 77 (JK29) sumirani su na grafiku 7. 
 
 
 
 
  
 
 
Grafik 7. In vitro antimalarijska aktivnost i kriva preţivljavanja za jedinjenje 77 (JK29) 
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 Potpuna eliminacija parazitemije u sluĉaju kada je jedinjenje 77 (JK29) 
primenjeno u dozi 160 mg/kg × 3 dana dodatno je potvrĊena PCR (eng. polymerase 
chain reaction) analizom krvi i homogenata jetre svih 5 preţivelih miševa.139 Kao 
pozitivna kontrola korišćeni su uzorci P. berghei gDNK. Uzorci iz svih 5 miševa 
pokazali su se negativni na P. berghei DNK (slika 66).  
 
Slika 66. qPCR analiza za uzorke krvi i 
homogenata jetre 5 miševa tretiranih 
jedinjenjem 77 (JK29). Uzorci kod 
kojih je Ct≥40 (Ct, pragovni ciklus) i 
nalaze se ispod crvene linije (eng. 
threshold) su smatrani negativnim. Kao 
pozitivna kontrola korišćena je P. 
berghei gDNK (iznad crvene linije). 
 
Dobijeni in vivo rezultati su donekle u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u 
BHIA eksperimentu. Najniţu IC50 pokazala su jedinjenja 77 (JK29) i 82. Jedinjenje 
77 (JK29) leĉi 5/5 miševa zaraţenih parazitima P. berghei u dozi 160 mg/kg/dan × 3 
dana, dok je u sluĉaju jedinjenja 82 datog u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana preţivelo 3/4, 
a u dozi 80 mg/kg/dan 1/5 miševa (uz visok procenat parazitemije). Bez obzira što nije 
dovelo do izleĉenja na kraju eksperimenta, jedinjenje 82 je dovelo do produţetka 
srednjeg vremena preţivljavanja oko ĉetiri puta u odnosu na kontrolu, što ukazuje na 
potencijalnu mogućnost primene ovog jedinjenja u kombinovanim terapijama.    
Jedan od razloga za sintezu prikazanih benzotiofenskih derivata aminohinolina 
je poreĊenje dobijenih aktivnosti sa benzotiofenskim derivatima poznatim u literaturi.xli 
Kako je in vitro aktivnost tih derivata prikazana na 3D7 soju (IC50 do 0,16 μM), 
direktno poreĊenje nije moguće. MeĊutim, znaĉajan napredak se uoĉava poreĊenjem in 
vivo rezultata. Dok jedinjenje 24 (Slika 50) petog dana inhibira rast parazita do 66% pri 
koncentraciji 50 mg/kg/dan × 4 dana,
111
 primenom jedinjenja 77 (JK29) u dozi 
40 mg/kg/dan × 4 dana paraziti nisu detektovani u krvnom razmazu zakljuĉno sa D11. 
Najvaţnije od svega, ovo jedinjenje dovodi do izleĉenja 5/5 miševa kada se primeni u 
                                                          
xli Diskutovano u poglavlju 3.1.2. 
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dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana. Na osnovu svega iznetog, zakljuĉuje se da je istraţivanje 
sprovedeno u okviru ove disertacije dovelo do otkrića jedinjenja sa poboljšanom 
antimalarijskom aktivnošću u in vivo uslovima.  
 
3.6. Ispitivanje toksičnosti u in vivo uslovima 
 
Za ispitivanje toksiĉnosti potencijalnih lekova koriste se brojni sistemi, 
ukljuĉujući in vitro ćelijske eseje, višećelijske organizme (poput dafnija ili vodenih 
buva i morskih jeţeva) i više organizme poput miševa. Brojna istraţivanja su pokazala 
da viši organizmi imaju niz prednosti u odnosu na jednostavnije eseje u ćelijama, zato 
što omogućavaju praćenje ponašanja i preţivljavanja jedinki pod uticajem primenjenog 
leka tokom duţeg vremenskog perioda. Rezultati dobijeni ovakvim metodama su daleko 
vredniji, zato što uzimaju u obzir i faktore poput rastvorljivosti, permeabilnosti, 
bioraspoloţivosti i metaboliĉke stabilnosti leka u organizmu. Miševi se vrlo ĉesto 
koriste za ispitivanje toksiĉnosti, ali treba imati u vidu da su bez obzira na filogenetsku 
povezanost sa ĉovekom ovi organizmi tokom evolucije postali veoma razliĉiti i da je 
rezultate potrebno obazrivo tumaĉiti.140 U poslednjih nekoliko godina zebra ribice 
(Danio rerio) se sve više koriste kao model za ispitivanje toksiĉnosti. Prednosti 
upotrebe ovog modela se ogledaju u lakom rukovanju i visokoj reproducibilnosti 
rezultata. Osim toga, transparentnost embriona zebra ribica omogućava praćenje velikog 
broja parametara, ukljuĉujući malformacije organa, praćenje kardio- i 
hepatotoksiĉnosti.141 TakoĊe, ovi modeli se smatraju pogodnim za selekciju jedinjenja u 
ranim fazama razvoja leka zbog dobre korelacije rezultata sa rezultatima u ljudskom 
organizmu.
142
  
U okviru ove disertacije korišćena su dva modela za ispitivanje toksiĉnosti u in 
vivo uslovima – model zebra ribice i model miša. 
 
 
3.6.1. Model zebra ribice 
 
Steroidni derivat 17 (JK141), koji je pokazao izuzetnu aktivnost prema BoNT/A 
LC i holotoksinu BoNT/A u mES-MN, podvrgnut je ispitivanju toksiĉnosti (letaliteta i 
teratogenosti) prema embrionima zebra ribica (Danio rerio). Sa slike 67 se uoĉava da 
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letalitet primenjenog jedinjenja zavisi od koncentracije (LD50 = 5,51 µM). U preţivelim 
embrionima nisu zabeleţene nikakve teratogene malformacije, osim kod nekoliko 
embriona tretiranih sa 5 µM 17 (JK141) (6/120 = 5%). Odsustvo kardio- i 
hepatotoksiĉnosti u najvećem broju tretiranih embriona je vaţan podatak, imajući u vidu 
da ova dva tipa toksiĉnosti predstavljaju najĉešće neţeljene efekte lekova koji se nalaze 
u humanoj upotrebi.  
 
 
 
 
Slika 67. Rezultati toksiĉnosti jedinjenja 17 (JK141) prema embrionima zebra ribica 
(LD50 = 5,51 µM). Prikazana je morfologija embriona 120 hpf posle tretmana sa 
jedinjenjem 17 (JK141) (5 µM). Kod nekoliko embriona uoĉena je tamnija jetra (crna 
strelica) u poreĊenju sa netretiranim embrionima (negativna kontrola, crveno 
zaokruţena regija), što ukazuje na moguću slabu hepatotoksiĉnost. 
 
3.6.2. Model miša 
 
Za jedinjenja koja su se pokazala kao najaktivnija prema BoNT/A i jedinjenja 
koja su pokazala interesantnu in vitro antimalarijsku aktivnost (a pre in vivo 
testiranja)
xlii
, izvršeno je i testiranje toksiĉnosti u modelu miša. Jedinjenja su prvobitno 
rastvorena u dimetil-sulfoksidu, zatim suspendovana u smeši 0,5% hidroksietilceluloza 
                                                          
xlii U poglavlju 3.5.1. prikazane su vrednosti in vitro toksiĉnosti prema HepG2 ćelijskoj liniji. 
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– 0,1% Tween 80 u vodi i administrirana oralno jednom dnevno (tokom 1-3 dana). 
Rezultati su prikazani u tabeli 21.  
 
Tabela 21. OdreĊivanje toksiĉnosti u miševima 
Jedinjenje Doza 
Broj živih miševa/ 
ukupan broj miševa 
17 (JK141) 160 mg/kg/dan × 3 dana 5/5 
127 160 mg/kg/dan × 3 dana 3/5 
122 160 mg/kg/dan × 3 dana 4/5 
20 160 mg/kg/dan × 3 dana 5/5 
62 160 mg/kg/dan × 3 dana 5/5 
64 160 mg/kg/dan × 3 dana 2/5 
74 160 mg/kg/dan × 3 dana 4/5 
75 160 mg/kg/dan × 3 dana 2/5 
77 (JK29) 160 mg/kg/dan × 3 dana 4/4 
81 160 mg/kg/dan × 3 dana 4/5 
82 160 mg/kg/dan × 3 dana 4/4 
84 160 mg/kg/dan × 3 dana 1/5 
88  300 mg/kg × 1 dan 5/5 
91  300 mg/kg × 1 dan 3/5 
92 160 mg/kg/dan × 3 dana 5/5 
 
Iz tabele 21 se vidi da su se, u ovim dozama, jedinjenja 17 (JK141), 20, 62, 
77 (JK29), 82, 88 i 92 pokazala kao potpuno netoksiĉna, s obzirom na to da je svih 5 
miševa preţivelo 30 dana, odnosno do kraja eksperimenta. Interesantno je da se kao 
najtoksiĉnije jedinjenje pokazalo 84, sa CN supstituentom na benzenovom prstenu. Od 
tri testirana steroidna derivata, jedino 17 (JK141) nije ispoljio toksiĉnost, kada se 
administracija vrši oralnim putem. S druge strane, pri intraperitonealnoj administraciji 
jedinjenja 17 (JK141), ĉak i u dozi 2,5 mg/kg/dan svi miševi su umrli posle nekoliko 
minuta, uz izuzetno jake konvulzije. Isto jedinjenje je bilo moguće administrirati 
supkutano u dozi do 5 mg/kg, bez ispoljavanja toksiĉnosti.xliii  
 
 
                                                          
xliii Detaljno opisano u poglavlju 3.4.3. 
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3.7. Jedan hemotip – dve mete 
 
 Postojanje jednog hemotipa koji je aktivan prema više razliĉitih meta je znaĉajno 
iz dva razloga. S jedne strane, takva jedinjenja se mogu smatrati za PAINS,
xliv
 što je 
nepovoljan parametar u razvoju nekog leka. U nedavno objavljenoj reviji, skrenuta je 
paţnja na veliki broj strukturnih motiva koji mogu da izvrše kovalentnu modifikaciju 
(izotiazoloni, Michael-ovi akceptori), veţu brojne metale (hidroksifenil-hidrazoni) ili 
dovedu do generisanja reaktivnih kiseoniĉnih vrsta (hinoni, fenol-sulfonamidi), 
ispoljavajući na taj naĉin toksiĉnost. Posebnu meru opreza treba imati kada je u pitanju 
stabilnost jedinjenja u biološkim sistemima, zato što se nestabilna jedinjenja razlaţu na 
manje molekule i daju laţne rezultate testova.143 S druge strane, ukoliko je finim 
modifikacijama strukture moguće kontrolisati aktivnost, ukupni troškovi povezani sa 
sintezom bi bili smanjeni, a dobila bi se jedinjenja sliĉne strukture koja leĉe više 
razliĉitih oboljenja. U okviru ove doktorske disertacije, ispitivali smo inhibitornu 
aktivnost benzotiofenskih derivata aminohinolina prema BoNT/A, kao i prema 
parazitima P. falciparum. Uopšteno govoreći, benzotiofenski derivati sa 
benzilaminoalkil-mostom su pokazali bolju aktivnost prema BoNT/A LC, dok su 
derivati sa alifatiĉnim mostom normalnog niza aktivniji prema parazitima P. 
falciparum. Izdvojeno je nekoliko benzotiofenskih derivata sa najznaĉajnijim 
aktivnostima.      
 ▫ Jedinjenja 75, 77 (JK29) i 84 su pokazala niske nM aktivnosti prema D6 
(IC50 = 5-8 nM) i W2 (IC50 = 24-32 nM) sojevima P. falciparum. Dodatno, jedinjenje 
77 (JK29) primenjeno u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana, dovodi do izleĉenja svih miševa 
inficiranih parazitima P. berghei. S druge strane, ova jedinjenja vrše inhibiciju BoNT/A 
LC <50%. 
 ▫ Jedinjenja 80 i 82 i koja nisu dovela do izleĉenja, ali su u Thomson-ovom testu 
omogućila preţivljavanje 3/5 i 3/4 miševa zaraţenih parazitima P. falciparum, pokazala 
su lošu aktivnost prema BoNT/A LC (33-40% inhibicije).   
 ▫ Jedinjenje 20, koje u preintoksikacionom modelu u mES-MN omogućava 
oĉuvanje SNAP-25 do 68% pri koncentraciji 20 μM, najmanje je aktivan benzotiofenski 
derivat prema tri soja P. falciparum (IC50 > 570 nM).  
                                                          
xliv Pan-Assay Interference Compounds, jedinjenja koja pokazuju aktivnost prema više razliĉitih meta. 
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 ▫ Prisustvo hlora u poloţaju C(7) hinolinskog jezgra povoljno se odrazilo na 
benzotiofenske derivate sa alifatiĉnim mostom normalnog niza koji su pokazali bolje 
aktivnosti prema parazitima P. falciparum od svojih analoga bez hlora. Suprotno tome, 
najviši stepen inhibicije BoNT/A LC zabeleţen je kod benzotiofenskih derivata sa 
benzilaminoalkil-mostom koji ne sadrţe hlor u datom poloţaju.  
 Steroidni derivati aminohinolina su, u okviru ove doktorske disertacije, 
razmatrani kao inhibitori BoNT/A LC u in vitro proteolitiĉkom eseju i kao inhibitori 
holotoksina BoNT/A u mES-MN. Najaktivniji derivat 17 (JK141) omogućava izvrsnu 
zaštitu SNAP-25 (ĉak 99% na 20 μM) kada se primeni 30 minuta posle intoksikacije, 
ĉime se izdvaja ne samo u odnosu na ostale derivate ispitane u okviru ovog rada, nego i 
u odnosu na sve ostale do sada poznate inhibitore BoNT/A LC. Iako antimalarijska 
aktivnost steroidnih derivata aminohinolina nije bila predmet istraţivanja ovog rada, 
jedinjenje 17 (JK141) je testirano prema aseksualnim formama tri P. falciparum soja 
(D6, W2 i TM91C235) i ostvarilo je zanemarljivu aktivnost sa IC50 vrednostima u 
opsegu 412-612 nM.  
 Dva najznaĉajnija jedinjenja 77 (JK29) i 17 (JK141) koja su proistekla iz 
istraţivanja u okviru ove disertacije, ostvarila su izuzetnu aktivnost samo prema jednoj 
od dve ispitane mete. Imajući na umu prethodno spomenute nepovoljne karakteristike 
PAINS molekula, ova jedinjenja se mogu smatrati dobrim kandidatima za buduća 
istraţivanja u polju antimalarika i inhibitora botulinum neurotoksina.  
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4. EKSPERIMENTALNI DEO 
 
 Taĉke topljenja odreĊivane su na aparatu Boetius PMHK i nisu korigovane. IR 
spektri su snimani na Thermo-Scientific Nicolet 6700 FT-IR diamond crystal 
spektrofotometru. Poloţaji apsorpcionih traka izraţeni su u cm-1. Oznake intenziteta 
apsorpcionih traka u IR spektrima: sl-slaba, sr-srednja, j-jaka. 
1
H NMR i 
13
C NMR 
spektri snimani su na Varian Gemini-200 spektrometru (na 200 i 50 MHz) i Bruker 
Ultrashield Advanced III spektrometru (na 500 i 125 MHz) u navedenom rastvaraĉu, sa 
TMS-om kao internim standardom. Hemijska pomeranja izraţena su u ppm, konstante 
kuplovanja (J) u Hz, a multiplicitet signala je oznaĉen kao s (singlet), ps (proširen 
singlet), d (dublet), t(triplet), q (kvartet), quin (kvintet), sext (sekstet), dd (dublet 
dubleta), td (triplet dubleta) i m (multiplet). ESI-MS spektri snimani su na Agilent 
Technologies 1200 Series, instrumentu koji je opremljen degaserom, autosemplerom, 
kolonom Zorbax Eclipse Plus C18 (100 × 2,1 mm i. d.; 1,8 μm) i DAD detektorom u 
kombinaciji sa 6210 Time-of-Flight LC/MS sistemom (Agilent Technologies) u 
pozitivnom ili negativnom jon-modu sa CH3CN/H2O sa 0,2% HCOOH kao nosećim 
rastvaraĉem uzorka. Uzorci su rastvarani u ĉistom CH3CN ili MeOH (HPLC ĉistoće). 
GC/MS analiza vršena je na sistemu koji ĉine: Agilent Technologies 7890A gasni 
hromatogram, 5975 MSD i FID detektor, DB-5 MS kolona (30 m × 0,25 nm × 0,25 
μm). Kao noseći gas korišćen je He (1,0 mL/min), a temperatura je linearno 
programirana u oblasti 40-310 °C (6 °C/min). Injekciona zapremina bila je 1 μL, a 
temperatura 220 °C. Temperatura FID detektora: 300 °C. EI maseni spektri (70 eV) su 
snimani u opsegu 30-550 m/z. Za tankoslojnu hromatografiju korišćene su ploĉe SiO2 i 
RP-18 (Merck). Za flash hromatografiju korišćen je Biotage SP1 sistem sa UV 
detektorom. Za dry flash hromatografiju korišćen je SiO2 (40-63 μm). Reakcije 
izvedene pod uslovima ozraĉivanja MW raĊene su u reaktoru Biotage Intiator 2.5. 
Ĉistoća (HPLC) jedinjenja je odreĊivana pomoću Agilent 1200 HPLC sistema 
opremljenog sa Quat Pump (G1311B), Injector (G1329B) 1260 ALS, TCC 1260 
(G1316A) i Detector 1260 DAD VL+ (G1315C). Ĉistoća jedinjenja (HPLC) je 
odreĊivana pomoću Agilent 1200 HPLC sistema opremljenog sa Quat Pump (G1311B), 
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Injector (G1329B) 1260 ALS, TCC 1260 ( G1316A) i Detector 1260 DAD VL+ 
(G1315C). HPLC analize su vršene u pet razliĉitih sistema: 
Metoda A. Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 150mm, 1.8µ, S.N. USWKY01594 je 
korišćen kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledećih rastvaraĉa: 0,2% HCOOH u 
vodi (A) i MeOH (B). Analize su vršene na UV maksimumu jedinjenja (na 330 nm za 
jedinjenja 17 (JK141), 20-22, 61-65, 67-72, 74-76, 78-89, 92-101, 121, 122, 125, 127-
129, na 254 nm za jedinjenja 66, 77 (JK29) i 124 i na 250 nm za jedinjenje 91) da bi se 
postigla maksimalna selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u MeOH, konaĉne 
koncentracije su bile ~1 mg/mL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. 
Jedinjenja 63, 65, 83, 92 i 93 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 
95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A. 
Jedinjenja 20, 21, 66-69, 74, 75, 77 (JK29), 78, 81, 95-100, 122, 124, 125, 127 su 
eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-
14 min 5%A→ 95 %A, 14-15 min 95%A. 
Jedinjenje 22 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-5 min 95%A→ 5%A, 5-
17 min 5%A, 17-19 min 5%A→ 95 %A, 19-20 min 95%A. 
Jedinjenja 61, 72, 79, 80, 82, 86, 88, 94 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 
1-6 min 95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-16 min 95%A. 
Jedinjenja 62, 84 i 89 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 
5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95 %A, 14-18 min 95%A. 
Jedinjenja 17 (JK141), 121, 128, 129 su eluirana koristeći gradijent: 0-1,5 min 95%A, 
1,5-5 min 95%A→ 5%A, 5-16 min 5%A, 16-18 min 5%A→ 95%A. 
Jedinjenje 91 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95 %A, 14-17 min 95%A. 
Jedinjenje 101 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-13 min 5%A→ 95%A. 
Metoda B. Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 150mm, 1.8µ, S.N. USWKY01594 je 
korišćen kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledećih rastvaraĉa: 0,2% HCOOH u 
vodi (A) i CH3CN (B). Analize su vršene na UV maksimumu jedinjenja (na 330 nm za 
jedinjenja 17 (JK141), 20, 22, 61, 63-72, 74-76, 77 (JK29), 78, 79, 81, 83, 85, 86, 91, 
93-97, 100, 101, 121, 122, 124, 125, 127-129 i na 254 nm za jedinjenja 21, 80, 82, 87, 
89, 92, 98, 99 da bi se postigla maksimalna selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u 
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MeOH, konaĉne koncentracije su bile ~1 mg/mL. Brzina protoka iznosila je 0,5 
mL/min. 
Jedinjenja 61, 63-65, 70-72, 76, 79, 83, 85-87, 89, 92-94 su eluirana koristeći gradijent: 
0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95 %A. 
Jedinjenja 20, 21, 66-69, 74, 75, 77 (JK29), 78, 80-82, 95-101, 122, 124, 127 su 
eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-
14 min 5%A→ 95 %A, 14-15 min 95%A. 
Jedinjenja 17 (JK141), 121, 128, 129 su eluirana koristeći gradijent: 0-1,5 min 95%A, 
1,5-5 min 95%A→ 5%A, 5-16 min 5%A, 16-18 min 5%A→ 95%A. 
Jedinjenje 22 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-5 min 95%A→ 5%A, 5-
17 min 5%A, 17-19 min 5%A→ 95 %A, 19-20 min 95%A. 
Jedinjenje 91 je eluirano koristeći gradijent: 0-1,5 min 95%A, 1-5 min 95%A→ 5%A, 
5-16 min 5%A, 16-18 min 5%A→ 95 %A, 18-20 min 95%A. 
Jedinjenje 125 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-4 min 95%A→ 5%A, 4-
11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-15 min 95%A. 
Metoda C. Poroshell 120 EC-C18, 4.6 x 50mm, 2.7µ, S.N. USCFU07797 je korišćen 
kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledećih rastvaraĉa: 0,2% HCOOH u vodi (A) 
i CH3CN (B). Analize su raĊene na UV maksimumu jedinjenja (na 254 nm za jedinjenja 
62, 84, 88) da bi se postigla maksimalna selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u MeOH, 
konaĉne koncentracije su bile ~1 mg/mL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. 
Jedinjenja 62 i 84 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 
5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-17 min 95%A. 
Jedinjenje 88 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-13 min 5%A→ 95%A, 13-17 min 95%A. 
Metoda D. Zorbax Eclipse Plus C18 2.1 x 100 mm, 1.8µ, S.N. USUXU04444 je 
korišćen kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledećih rastvaraĉa: 0,2% HCOOH u 
vodi (A) i MeOH (B). Analize su raĊene na UV maksimumu jedinjenja (na 330 nm za 
jedinjenja 18 (JK227), 123, 126, na 270 nm za jedinjenje 136 i na 254 nm za jedinjenja 
23, 90) da bi se postigla maksimalna selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u MeOH, 
konaĉne koncentracije su bile ~1 mg/mL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. 
Jedinjenje 18 (JK227) je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-2 min 95%A→ 
5%A, 2-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-18 min 95%A. 
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Jedinjenje 90 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-18 min 95%A. 
Jedinjenje 123 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-15 min 5%A→ 95%A, 15-20 min 95%A. 
Jedinjenje 23, 126, 136 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 
5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-20 min 95%A. 
Metoda E. Zorbax Eclipse Plus C18 2.1 x 100 mm, 1.8µ, S.N. USUXU04444 je 
korišćen kao stacionarna faza. Eluent se sastojao iz sledećih rastvaraĉa: 0,2% HCOOH u 
vodi (A) i CH3CN (B). Analize su raĊene na UV maksimumu jedinjenja (na 330 nm za 
jedinjenje 126, na 270 nm za jedinjenje 136 i na 254 nm za jedinjenja 18 (JK227), 23, 
90, 123 da bi se postigla maksimalna selektivnost. Jedinjenja su rastvorena u MeOH, 
konaĉne koncentracije su bile ~1 mg/mL. Brzina protoka iznosila je 0,5 mL/min. 
Jedinjenja 123 i 126 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 
5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-20 min 95%A. 
Jedinjenja 18 (JK227) i 90 su eluirana koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 
95%A→ 5%A, 6-11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-18 min 95%A. 
Jedinjenje 23 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-6 min 95%A→ 5%A, 6-
11 min 5%A, 11-14 min 5%A→ 95%A, 14-20 min 95%A. 
Jedinjenje 136 je eluirano koristeći gradijent: 0-1 min 95%A, 1-8 min 95%A→ 5%A, 8-
12 min 5%A, 12-16 min 5%A→ 95%A, 16-20 min 95%A. 
 
◘ Opšti eksperimentalni postupci 
 
Postupak A: Sinteza metil-estara.
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Rastvoru difluorbenzaldehida ili bromfluorbenzaldehida (1 ekv) u deaerisanom DMSO, 
doda se metil-tioglikolat (1 ekv) i trietilamin (3 ekv) na sobnoj temperaturi u atmosferi 
argona. Smeša se zagreje na 80 °C i meša 2 h. Dobijeni proizvod se ekstrahuje etil-
acetatom. Organski sloj se ispere destilovanom vodom, a zatim vodeni sloj ekstrahuje 
etil-acetatom. Spojeni organski slojevi se isperu zasićenim vodenim rastvorom NaCl i 
suše iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu. 
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Postupak B: Sinteza karboksilnih kiselina baznom hidrolizom metil-estara.
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Metil-estar (1 ekv) se rastvori u smeši metanol/voda (8:1, v:v), a zatim se doda sprašeni 
KOH (3–5 ekv) i smeša se meša na sobnoj temperaturi 24 h. Upari se do suva, ohladi u 
ledenom kupatilu i doda voda. Ukapavanjem koncentrovane HCl, pH se podesi na 1. 
Proizvod se ekstrahuje smešom EtOAc/THF (5:1, v:v), ispere zasićenim vodenim 
rastvorom NaCl i suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu. 
Postupak C: Dekarboksilacija karboksilnih kiselina zagrevanjem u mikrotalasnom 
reaktoru.
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Rastvoru karboksilne kiseline (1 ekv) u N,N-dimetil-acetamidu doda se DBU (2,5 ekv) i 
reakciona smeša podvrgne dejstvu mikrotalasnog zraĉenja na 200 °C tokom 2 h. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu. 
Postupak D: Sinteza cijano-derivata benzotiofena pomoću CuCN.116,144 
U spaljenom sudu, u atmosferi argona, brombenzotiofen (1 ekv) se rastvori u NMP. 
Doda se CuCN (2 ekv), smeša zagreje na 190 °C i meša 15 h. Posle hlaĊenja u ledenom 
kupatilu, doda se 33% vodeni rastvor etilendiamina. Reakciona smeša se prebaci u levak 
za odvajanje. Vodeni sloj se ispere tri puta dietil-etrom. Spojeni organski slojevi se 
isperu zasićenim vodenim rastvorom NaCl i suše iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu.  
Postupak E: Bromovanje benzotiofena.
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Fluor- ili cijano-supstituisani benzotiofen (1 ekv) se rastvori u dihlormetanu ili 
dihloretanu i ohladi u ledenom kupatilu. Zatim se doda rastvor Br2 (1,1 ekv) u 
odgovarajućem rastvaraĉu. Reakciona smeša se meša 10 minuta na 0 °C, a zatim na 
sobnoj temperaturi. Tok reakcije se prati pomoću TLC (RP, MeOH) od 2 h do 4 dana. 
Reakcija se prekida dodavanjem ĉvrstog Na2S2O3 do obezbojavanja reakcione smeše. 
Doda se voda i proizvod ekstrahuje dihlormetanom. Spojeni organski slojevi se isperu 
zasićenim vodenim rastvorom NaCl i suše iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod 
se preĉisti hromatografijom na stubu. 
Postupak F: Sinteza C-3 benzotiofenskih aldehida Rieche-ovim formilovanjem.
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U rastvor TiCl4 (3–5 ekv) u dihlormetanu na –10 °C, polako, u kapima, se doda rastvor 
dihlorometil-metil-etra (6–10 ekv) u dihlormetanu. U taj rastvor se zatim doda rastvor 
benzotiofena (1 ekv) u dihlormetanu, smeša se meša na –10 °C tokom 1 h, a zatim 
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ostavi da se spontano zagreje do sobne temperature i mešanje produţi tokom 24 h. 
Reakciona smeša se izlije u led/vodu, doda se koncentrovana HCl i meša sledećih 30 
minuta. Proizvod se ekstrahuje dihlormetanom. Organski sloj se ispere zasićenim 
vodenim rastvorom NaHCO3, zasićenim vodenim rastvorom NaCl i suši iznad 
anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu. 
Postupak G: Sinteza aldehida Suzuki-jevim kuplovanjem. 
Pd(OAc)2 (5,00 mol%) se suspenduje u prethodno deaerisanom DME u inertnoj 
atmosferi Ar. Zatim se doda SPhos (20,0 mol%) u DME i meša 10 minuta. Doda se 
rastvor bromovanog benzotiofena (1 ekv) u DME, pa 2 M vodeni rastvor Na2CO3. Posle 
5 minuta, doda se rastvor 4-formilfenilboronske kiseline (1,2 ekv) u deaerisanom EtOH. 
Smeša se još jedanput deariše pomoću argona i zagreva u mikrotalasnom reaktoru na 
100 ᵒC tokom 2 h. Reakciona smeša se pomoću dihlormetana prebaci u levak za 
odvajanje. Organski sloj se ispere destilovanom vodom i suši iznad anhidrovanog 
Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu. 
Postupak H: Sinteza aminohinolina nukleofilnom aromatičnom supstitucijom. 
Smeša 4,7-dihlorhinolina/4-hlorhinolina (1 ekv) i diaminoalkana (7 ekv) zagreva se u 
mikrotalasnom reaktoru (Biotage Initiator 2.5 apparatus) po sledećem reţimu: 15 
minuta na 80 °C, 30 minuta na 95 ᵒC i 1,5 h na 130 °C. Reakciona smeša se izlije u 
smešu led/voda i izdvojeni talog procedi na Büchner-ovom levku ili se pomoću 
CH2Cl2/1M NaOH prenese u levak za odvajanje i organski sloj ispere 1M vodenim 
rastvorom NaOH. Suši se iznad anhidrovanog Na2SO4. U sluĉaju obrade reakcione 
smeše ekstrakcijom, sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na koloni. 
Postupak I: Sinteza N-Boc i N-Cbz zaštićenih aminohinolina.27 
Smeša 4,7-dihlorhinolina/4-hlorhinolina (1 ekv) i mono-Boc ili mono-Cbz zaštićenog 
diaminoalkana (1,1–1,5 ekv) se postepeno zagreva do 80 C tokom 1 h, a zatim se 
mešanje produţi 6–8 h na 120–130 C. Posle hlaĊenja do s.t., reakciona smeša se 
pomoću CH2Cl2/1M NaOH prenese u levak za odvajanje i organski sloj ispere 1M 
vodenim rastvorom NaOH. Suši se iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na koloni. 
Postupak J: Deprotekcija Boc-zaštitne grupe pomoću CF3COOH. 
Rastvor N-Boc-zaštićenog amina u smeši CF3COOH/CH2Cl2 (1:10, v:v), meša se na s.t. 
tokom 6 h. Rastvaraĉi se upare na vakuum-uparivaĉu, a ĉvrsti ostatak se pomoću 
126 
 
CH2Cl2/2,5M NaOH prenese u levak za odvajanje i organski sloj ispere 2,5 M vodenim 
rastvorom NaOH. Suši se iznad anhidrovanog Na2SO4. Rastvaraĉ se ukloni pod 
sniţenim pritiskom. 
Postupak K: Opšta metoda za reduktivno aminovanje. 
Amin (1,5 ekv) i odgovarajući aldehid (1 ekv) se rastvore u smeši MeOH/CH2Cl2 (2:1, 
v:v). Doda se glac. AcOH (1,5 ekv) i smeša se meša na sobnoj temperaturi tokom 3 h. 
Doda se NaBH4 (6 ekv) i mešanje produţi narednih 18 h. Rastvaraĉ se ukloni pod 
sniţenim pritiskom, a ostatak se pomoću CH2Cl2 i 2M NH4OH prenese u levak za 
odvajanje. Organski sloj se ispere 2M NH4OH, zasićenim vodenim rastvorom NaCl, i 
suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu. 
Postupak L: N-alkilovanje aminohinolina.
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Rastvoru aminohinolina (1 ekv) u MeOH doda se odgovarajuće karbonilno jedinjenje 
(2–7 ekv), a zatim smeša ZnCl2 (2–4 ekv) i NaHB3CN (1–7 ekv) u MeOH. Reakciona 
smeša se meša na sobnoj temperaturi tokom 4 h. pH se podesi na 10 dodatkom 0,4 M 
vodenog rastvora NaOH i rastvaraĉ ukloni pod sniţenim pritiskom. Ostatak se pomoću 
CH2Cl2 prenese u levak za odvajanje. Organski sloj se ispere vodenim rastvorom 
amonijaka, zasićenim vodenim rastvorom NaHCO3 i zasićenim vodenim ratsvorom 
NaCl. Suši se iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom 
na stubu. 
Postupak M: Sinteza steroidnih derivata reduktivnim aminovanjem.
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Alkohol (1 ekv) se rastvori u CH2Cl2. Doda se PCC (1,4–1,5 ekv) i smeša se meša na 
sobnoj temperaturi tokom 3,5 h. Reakciona smeša se procedi kroz kratku kolonu SiO2 
(eluent CH2Cl2, CH2Cl2/EtOAc gradijent od 9/1 do 7/3). Sirovi aldehid se rastvori u 
suvom MeOH, doda se odgovarajući amin (1–1,4 ekv) i smeša se meša na sobnoj 
temperaturi preko noći. Zatim se doda NaBH4 (1,4–1,9 ekv) i mešanje produţi još 4–6 
h. Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom, a proizvod preĉisti hromatografijom na 
stubu. 
 
 
 
 
127 
 
◘ Opšta numeracija benzotiofenskih i steroidnih derivata 
aminohinolina 
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◘ Sinteza 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]butil}amino)holan-7,12-
diil-diacetat (17=JK141). 
Jedinjenje 17 (JK141) se 
sintetiše po opštem postupku J, 
korišćenjem 111 (590,0 mg, 
0,7288 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (25 mL). 
Prinos 502,4 mg (97%). Pena, 
bele boje, topi se na 79–82 °C. [α]
20
D = +78,2 (MeOH). IR (ATR): 3554sl, 3401sl, 
3329sl, 2935j, 2863sr, 1941sl, 1727j, 1647sl, 1610sl, 1580j, 1542sl, 1448sl, 1374sr, 
1332sl, 1246sr, 1134sl, 1078sl, 1026sl, 969sl, 930sl, 891sl, 848sl, 809sl, 773sl, 721sl, 
570sl, 537sl, 455sl, 423sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53-8,49 (m, H-C(2')), 
7,96-7,92 (m, H-C(8')), 7,72 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,34-7,30 (m, H-C(6')), 6,38-6,35 (m, 
H-C(3')), 6,03 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,86 (m, H-
H
OAcNH2
OAc
N
H N
H
N
Cl
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C(7)), 3,33-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,73-2,68 (m, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 2,65-
2,53 (m, 2H-C(24) i H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-
C(7)), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,82 (d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,72 (s, 3H, CH3-
C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,65; 170,62; 152,06; 149,96; 149,17; 
134,65; 128,70; 124,88; 121,38; 117,30; 98,83; 75,51; 70,91; 51,64; 50,52; 49,14; 
47,54; 45,01; 43,40; 43,18; 41,50; 39,51; 37,76; 35,51; 34,95; 34,36; 33,36; 31,43; 
31,25; 28,98; 27,85; 27,26; 26,53; 26,27; 25,58; 22,78; 21,63; 21,47; 17,88; 12,19. 
HRMS: m/z 709,44393 odgovara molekulskoj formuli C41H61ClN4O4H
+ (greška u ppm -
2,08). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 9,189, površina 95,02%; metoda B: 
RT 7,825, površina 97,26%.  
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]butil}amino)holan-7,12-
diol (18=JK227). 
17 (JK141) (20,0 mg, 0,0282 
mmol) se rastvori u MeOH (1 
mL), doda se ĉvrst KOH (31,6 
mg, 0,564 mmol) i smeša 
zagreva na 60 °C tokom 5 dana. 
Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim 
pritiskom, a suvi ostatak pomoću CH2Cl2 i vode prenese u levak za odvajanje. Organski 
sloj se ispere vodom i suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP, RP kolona, 12+M, eluent MeOH/H2O 
gradijent od 7/3 do 1/9, MeOH). Prinos 12 mg (68%). Pena, bledoţute boje, omekšava 
na 116–119 °C. [α]
20
D = +26,2 (MeOH). IR (ATR): 3282sr, 2932j, 2861sr, 1609sl, 
1581j, 1541sl, 1453sr, 1372sr, 1333sl, 1281sl, 1251sl, 1201sl, 1136sl, 1081sl, 1038sl, 
982sl, 952sl, 908sl, 878sl, 852sl, 807sl, 767sl, 736sl, 645sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, 
CDCl3, δ): 8,49 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,97-7,92 (m, H-C(8')), 7,78 (d, J = 8,8, H-C(5')), 
7,34-7,29 (m, H-C(6')), 6,44 (ps, H-N), 6,36 (d, J = 5,4, H-C(3')), 3,97-3,91 (m, H-
C(12)), 3,85-3,79 (m, H-C(7)), 3,34-3,24 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,75-2,67 (m, 3H, 
ArNHCH2CH2CH2CH2- i H-C(3)), 2,65-2,51 (m, 4H, 2H-C(24) i 2 H-O), 0,98-0,93 (m, 
3H, CH3-C(20)), 0,87 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,64 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 152,03; 150,24; 149,17; 134,66; 128,53; 124,84; 121,90; 117,48; 
H
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98,82; 72,80; 68,13; 51,72; 50,46; 49,10; 46,90; 46,32; 43,26; 41,94; 41,89; 39,60; 
35,87; 35,44; 34,68; 34,58; 33,42; 28,29; 27,73; 27,55; 26,59; 26,36; 26,19; 23,21; 
22,67; 17,71; 12,48. HRMS: m/z 625,42214 odgovara molekulskoj formuli 
C37H57ClN4O2H
+ (greška u ppm -3,42). HPLC ĉistoća: metoda D (λ = 330 nm): RT 
8,685, površina 97,90%; metoda E (λ = 254 nm): RT 8,713, površina 96,63%. 
 
N
4
-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N
1
-hinolin-4-ilpentan-1,4-diamin (20). 
Jedinjenje 20 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(170 mg, 0,66 mmol), N
1
-(hinolin-4-
il)pentan-1,4-diamin 152 (213 mg, 0,929 
mmol), glac. AcOH (50 μL, 0,9 mmol), NaBH4 (150,6 mg, 3,980 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan 
gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1, MeOH; flash, 
Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 95/5 do 65/35). 
Prinos 239 mg (77%). Pena, bele boje, topi se na 41 – 44 ºC. IR (ATR): 3257sr, 3070sr, 
2958sr, 2866sr, 1581j, 1540sr, 1495sl, 1438sr, 1374sl, 1340sl, 1252sl, 1196sl, 1117sl, 
1020sl, 883sl, 862sl, 809sl, 768sl, 652sl, 438sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 
8,53 (d, J = 5,3, H-C(2')), 7,98-7,95 (m, H-C(8')), 7,81 (dd, J1 = 8,7, J2 = 4,8, H-C(7)), 
7,73-7,70 (m, H-C(5')), 7,60-7,52 (m, 2H, H-C(7') i H-C(4)), 7,51-7,47 (m, 2H-Ar), 
7,46-7,42 (m, 3H, 2H-Ar i H-C(2)), 7,34-7,29 (m, H-C(6')), 7,16-7,10 (m, H-C(6)), 6,39 
(d, J = 5,3, H-C(3')), 5,67 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,93; 3,82 (ABq, 2H, JAB = 13,0, 
ArCH2-), 3,36-3,26 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,88-2,80 (m, ArCH2NHCH(CH3)-), 2,06 (ps, 
H-N izmenjiv sa D2O), 1,94-1,78 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,69-1,55 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2CH2-), 1,18 (d, 3H, J = 6,3, ArCH2NHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 161,08 (d, J = 239,6); 151,02; 149,79; 148,38; 140,15; 139,08 (d, J = 9,0); 
137,59 (d, J = 4,1); 135,97; 134,26; 129,87; 128,91; 128,62; 128,57; 125,60; 124,43; 
123,98 (d, J = 9,0); 119,42; 118,77; 113,31 (d, J = 25,3); 108,50 (d, J = 23,5); 98,67; 
52,17; 50,97; 43,48; 34,60; 25,10; 20,50. HRMS: m/z 470,20588 odgovara molekulskoj 
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formuli C29H28FN3SH
+ (greška u ppm -0,40). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: 
RT 7,766, površina 95,04%; metoda B: RT 7,737, površina 95,17%. 
 
3-[4-({[4-(Hinolin-4-ilamino)butil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-5-karbonitril 
(21). 
Jedinjenje 21 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 58 
(97,4 mg, 0,370 mmol), AQ8 (119,5 mg, 
0,5548 mmol), glac. AcOH (32 μL, 0,55 
mmol), NaBH4 (84,0 mg, 2,22 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 
1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, 
NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 7/3; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 
(9/1) gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 35,9 mg (20%). Pena, bele boje, topi se na 54–60 
°C. IR (ATR): 3280sr, 3078sr, 2932sr, 2856sr, 2225sr, 1617sl, 1580j, 1541sr, 1495sl, 
1437sl, 1398sl, 1374sl, 1341sr, 1256sl, 1222sl, 1129sl, 1058sl, 808sr, 765sr, 655sl, 
560sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,2, H-C(2')), 8,21-8,18 (m, H-
C(4)), 8,01-7,95 (m, H-C(7) i H-C(8')), 7,75 (d, J = 8,4, H-C(5')), 7,62-7,57 (m, H-C(7') 
i H-C(6)), 7,52 (s, H-C(2)), 7,51-7,46 (m, 4H-Ar), 7,37-7,32 (m, H-C(6')), 6,41 (d, J = 
5,2, H-C(3')), 5,69 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,92 (s, 2H, ArCH2-), 3,39-3,33 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 2,80 (t, J = 6,8, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,95-1,83 (m, 3H, ArNHCH2CH2- i 
H-N izmenjiv sa D2O), 1,80-1,71 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-). 
13
C NMR(125 MHz, 
CDCl3, δ): 150,90; 149,88; 148,26; 144,75; 140,35; 137,90; 133,31; 129,75; 128,94; 
128,74; 128,71; 127,71; 126,27; 125,52; 124,43; 123,91; 119,51; 119,42; 118,76; 
108,14; 98,62; 53,63; 48,74; 43,18; 27,76; 26,46. HRMS: m/z 232,10162 odgovara 
molekulskoj formuli C29H26N4SH2
2+ (greška u ppm 1,88); m/z 463,19503 odgovara 
molekulskoj formuli C29H26N4SH
+ (greška u ppm -0,14). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 
330 nm): RT 8,902, površina 96,09%; metoda B (λ = 254 nm): RT 7,653, površina 
96,05%. 
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N-[3-(5-fluor-1-benzotien-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-il]-N'-(hinolin-4-il)propan-1,3-
diamin (22).  
Smeša 105 (182 mg, 0,288 mmol) i 4-
hlorhinolina (39,3 mg, 0,240 mmol) se 
zagreva na 140 °C tokom 1,5 h u uljanom 
kupatilu. Nakon što smeša oĉvrsne, doda se 
n-PrOH (1 mL) i reakciona smeša zagreje na 170 °C u mikrotalasnom reaktoru (Biotage 
Initiator 2.5 apparatus). Posle 2 h, rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom, a sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent DCM, 
DCM/MeOH(NH3 zas.) gradijent od 95/5 do 9/1; flash, Biotage SP, NH kolona, 12+M, 
eluent heksan/EtOAc gradijent od 2/8 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 
1/9). Prinos 12,6 mg (12%). Ĉvrsta praškasta supstanca, bele boje, topi se na 248–249 
°C. IR (ATR): 3439sl, 3266sl, 3225sl, 3181sl, 3136sl, 3064sl, 2954sl, 2845sl, 2668sl, 
1637sr, 1583j, 1536sr, 1496sl, 1453sl, 1397sl, 1375sl, 1343sr, 1288sl, 1200sl, 1128sl, 
1057sl, 997sl, 953sl, 928sl, 889sl, 852sl, 807sl, 751sr, 714sl, 652sl, 532sl, 475sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, d-TFA, δ): 8,26 (d, J = 7, H-C(2’)), 8,18 (d, J = 8,2, H-C(8’)), 
7,96-7,92 (m, H-C(6’)), 7,89 (s, H-C(3)), 7,83-7,78 (m, 2H, H-C(5’) i H-C(7)), 7,75-
7,70 (m, H-C(7’)), 7,54-7,50 (m, H-C(4)), 7,27-7,21 (m, H-C(6)), 6,82 (d, J = 7,3, H-
C(3’)), 3,85-3,77 (m, 4H, ArNHCH2CH2CH2-), 3,41-3,32 (m, 2H, ArNHCH2CH2-). 
13
C 
NMR (125 MHz, d-TFA, δ): 163,98 (d, J = 241,9); 159,03; 153,48; 148,96; 143,52; 
141,90 (d, J = 9,9); 139,65; 138,67; 136,82; 130,29; 129,78 (d, J = 4,5); 126,92; 125,70 
(d, J = 9,0); 123,42; 121,98; 118,98 (d, J = 26,2); 118,92; 112,41 (d, J = 23,5); 99,86; 
43,57; 42,88; 29,14. HRMS: m/z 210,07548 odgovara molekulskoj formuli 
C22H19FN6SH2
2+ 
(greška u ppm -2,84); m/z 419,14528 odgovara molekulskoj formuli 
C22H19FN6SH
+ 
(greška u ppm 0,98). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 9,024, 
površina 98,71%; metoda B: RT 7,520, površina 97,95%. 
 
N-[3-(5-fluor-1-benzotien-3-il)prop-2-in-1-il]-N'-hinolin-4-ilbutan-1,4-diamin (23). 
U spaljenu kivetu (dimenzija 0,2-0,5 mL) u 
atmosferi Ar sipa se redom: rastvor 48 (11,7 
mg, 0,0507 mmol) u DMF (0,1 mL), 
PdCl2(PPh3)2 (2,1 mg, 6,0 mol%), PPh3 (2,6 
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mg, 20 mol%), rastvor 108 (10,7 mg, 0,0422 mmol) u DMF (0,1 mL), CuI (0,6 mg, 6 
mol%) i Et2NH (78 μL, 0, 71 mmol). Smeša se zagreva u mikrotalasnom reaktoru 
(Biotage Initiator 2.5 apparatus) na 120 °C tokom 25 minuta. Posle hlaĊenja do s.t., 
smeša se prebaci u levak za odvajanje, doda se CH2Cl2 i organski sloj ispere zasićenim 
vodenim rastvorom NaCl (uz kap vodenog NH3). Suši se iznad anhidrovanog Na2SO4. 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP, NH kolona, 
12+M, eluent heksan/EtOAc gradijent od 2/8 do EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 
do 1/1). Prinos 5,4 mg (27%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3440sl, 3250sr, 3067sr, 
2930sr, 2858sr, 1582j, 1542sr, 1442sr, 1396sl, 1374sl, 1340sr, 1298sl, 1248sl, 1196sl, 
1129sl, 1100sl, 1036sl, 947sl, 874sl, 808sl, 764sr, 736sl, 650sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 
MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,6, H-C(2’)), 8,01-7,93 (m, H-C(8’)), 7,83-7,71 (m, 2H, 
H-C(5’) i H-C(7)), 7,70-7,50 (m, 3H, H-C(7’), H-C(4) i H-C(2)), 7,45-7,34 (m, H-
C(6’)), 7,21-7,08 (m, H-C(6)), 6,40 (d, J = 5,6, H-C(3’)), 5,72 (ps, H-N), 3,78 (s, 2H, -
CH2C≡C-Ar), 3,41-3,29 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,98-2,87 (m, 2H, ArNH(CH2)3CH2-), 
2,01-1,68 (m, 5H, ArNHCH2CH2CH2- i H-N). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,21 
(d, J = 241,9); 150,66; 150,04; 147,99; 134,12; 131,93; 129,50; 129,05; 124,53; 123, 82 
(d, J = 9,0); 119,62; 118,74; 117,95; 113,99 (d, J = 25,3); 111,78; 108,52 (d, J = 23,5); 
98,55; 90,30; 76,47; 48,12; 43,18; 39,11; 27,57; 26,43. HRMS: m/z 404,15750 odgovara 
molekulskoj formuli C24H22FN3SH
+
 (greška u ppm -4,00). HPLC ĉistoća (λ = 254 nm): 
metoda D: RT 10,106, površina 96,11%; metoda E: RT 8,432, površina 95,69%. 
 
1-[(2,2-Dietoksietil)sulfanil]-4-fluorbenzen (28).
112
 
4-Fluortiofenol (165 μL, 1,56 mmol) se rastvori u sveţe 
destilovanom i deaerisanom DMF-u (2 mL) u atmosferi argona. 
Doda se 2-brom-1,1-dietoksietan (235 μL, 1,56 mmol) i balon 
ohladi u ledenom kupatilu. Doda se ĉvrst, sprašeni K2CO3 (431 mg, 3,12 mmol), 
reakciona smeša se meša 5 minuta na 0 °C, a zatim 2 h na sobnoj temperaturi. 
Reakciona smeša se pomoću etil-acetata prenese u levak za odvajanje i ispere dva puta 
vodom. Organski sloj se suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent 95/5 
do 8/2). Prinos 366,7 mg (96%). Bezbojna teĉnost. 1H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 
7,42-7,37 (m, 2H-Ar), 7,01-6,96 (m, 2H-Ar), 4,61 (t, J = 5,5, H-C(2)), 3,69-3,61 (m, 
OEtEtO
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2H, -CH2CH3), 3,56-3,49 (m, 2H, -CH2CH3), 3,07 (d, J = 5,5, 2H-C(1)), 1,19 (t, J = 7,1, 
6H, -CH2CH3). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,81 (d, J = 245,5); 132,40 (d, J = 
8,1); 131,23; 115,91 (d, J = 21,7); 101,79; 62,05; 38,58; 15,19.  
 
4-[(2,2-Dietoksietil)sulfanil]benzonitril (29). 
Rastvor natrijum-sulfida-monohidrata (198,3 mg, 0,8257 mmol) 
u DMF-u (1 mL) zagreva se na 50 °C u atmosferi argona. 
Odvojeno se napravi rastvor 4-fluorbenzonitrila (100,0 mg, 
0,8257 mmol) u DMF-u (1 mL) i ukapa u rastvor natrijum-sulfida. Posle 4 h doda se 2-
brom-1,1-dietoksietan (125 μL, 0,826 mmol) i mešanje nastavi na sobnoj temperaturi 
preko noći. Rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent 95/5 
do 9/1). Prinos 33,8 mg (16%). GC/MS (m/z, %): 251,1 ([M
+
], 1), 205,0 (33), 103,1 
(100).  
 
Metil-5-fluor-1-benzotiofen-2-karboksilat (34).
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Jedinjenje 34 se sintetiše po opštem postupku A, korišćenjem 
2,5-difluorbenzaldehida (5,00 g, 35,2 mmol), metil-tioglikolata 
(3,15 mL, 35,2 mmol) i trietilamina (14,7 mL, 105,6 mmol) u 
DMSO (20 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, 
eluent heksan, heksan/EtOAc = 95/5). Prinos 3,18 g (43%). Bezbojna kristalna 
supstanca, topi se na 68 – 71 ºC. IR (ATR): 3409sl, 3240sl, 3087sl, 2961sl, 2846sl, 
2772sl, 1717j, 1607sl, 1574sl, 1527j, 1497sl, 1430sr, 1327sl, 1295sl, 1253j, 1204j, 
1144sl, 1078sl, 1057sl, 944sl, 876sl, 809sl, 770sl, 750sl, 708sl, 651sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500 MHz, CDCl3, δ): 8,00 (s, H-C(3)), 7,80 (dd, J1 = 4,6, J2 = 8,7, H-C(7)), 7,55-7,51 
(m, H-C(4)), 7,25-7,20 (m, H-C(6)), 3,95 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
162,89; 160,90 (d, J = 241,9); 139,54 (d, J = 9,9); 137,65; 135,73; 129,98 (d, J = 4,5); 
124,08 (d, J = 9,0); 116,19 (d, J = 25,3); 110,56 (d, J = 22,6); 52.60. GC/MS (m/z, %): 
210,0 ([M
+
], 64), 179,0 (100), 151,0 (20), 107,0 (45).  
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Metil-6-fluor-1-benzotiofen-2-karboksilat (35).
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Jedinjenje 35 se sintetiše po opštem postupku A, korišćenjem 
2,4-difluorbenzaldehida (7,91 g, 55,6 mmol), metil-tioglikolata 
(4,97 mL, 55,6 mmol) i trietilamina (23,3 mL, 167 mmol) u 
DMSO (25 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, 
eluent heksan, heksan/EtOAc = 95/5). Prinos 2,22 g (19%). Bezbojna kristalna 
supstanca, topi se na 86 – 89 ºC. IR (ATR): 3413sl, 3106sl, 3065sl, 2960sl, 2847sl, 
1726j, 1609sl, 1567sl, 1527sr, 1465sl, 1434sl, 1338sl, 1308sl, 1250j, 1193sr, 1068sl, 
1045sl, 960sl, 908sl, 884sl, 849sl, 803sl, 777sl, 751sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, 
δ): 8,02 (s, H-C(3)), 7,83 (dd, J1 = 5,2, J2 = 8,8, H-C(4)), 7,55-7,51 (m, H-C(7)), 7,19-
7,14 (m, H-C(5)), 3,94 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 162,88; 162,02 (d, 
J = 247,3); 143,36 (d, J = 10,8); 135,23; 133,18 (d, J = 3,6); 130,08; 126,89 (d, J = 9,0); 
114,48 (d, J = 25,4); 108,69 (d, J = 25,3); 52,52. HRMS: m/z 211,02230 odgovara 
molekulskoj formuli C10H7FO2SH
+ (greška u ppm -0,27). 
 
Metil-5-brom-1-benzotiofen-2-karboksilat (36).
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Jedinjenje 36 se sintetiše po opštem postupku A, korišćenjem 5-
brom-2-fluorbenzaldehida (1,00 g, 4,92 mmol), metil-
tioglikolata (0,44 mL, 4,9 mmol) i trietilamina (2,06 mL, 14,8 
mmol) u DMSO (7 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 95/5). Prinos 1,19 g (89%). Kristalna 
supstanca, bledoţute boje, topi se na 110 ºC. IR (ATR): 3083sl, 2999sl, 2956sl, 1720j, 
1554sr, 1517j, 1435sr, 1310sl, 1285sr, 1251j, 1196sr, 1168sr, 1062sr, 949sl, 882sr, 
796sr, 750sr, 711sl, 542sl, 479sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,02-8,00 (m, H-
C(4)), 7,98-7,96 (m, H-C(3)), 7,74-7,70 (m, H-C(7)), 7,54 (dd, J1 = 1,9, J2 = 8,6, H-
C(6)), 3,95 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 162,76; 140,64; 140,17; 
135,12; 130,02; 129,43; 127,96; 124,10; 118,91; 52,64. HRMS: m/z 270,94220 
odgovara molekulskoj formuli C10H7BrO2SH
+ (greška u ppm -0,32).  
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Metil-6-brom-1-benzotiofen-2-karboksilat (37).
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Jedinjenje 37 se sintetiše po opštem postupku A, korišćenjem 
4-brom-2-fluorbenzaldehida (5,00 g, 24,6 mmol), metil-
tioglikolata (2,20 mL, 24,6 mmol) i trietilamina (10,3 mL, 
73,8 mmol) u DMSO (20 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu 
(dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 9/1). Prinos 5,1 g (76%). Kristalna 
supstanca, bledoţute boje, topi se na 114 ºC. IR (ATR): 3405sl, 3068sl, 2956sl, 2842sl, 
1805sl, 1710j, 1580sr, 1503sr, 1429sr, 1380sr, 1329sl, 1307sr, 1283j, 1192sr, 1169j, 
1136sr, 1086j, 1062j, 956sl, 917sr, 865j, 809j, 751j, 719sr, 700sl, 641sl, 565sr, 490sl, 
456sl, 429sr, 403sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,02-7,99 (m, H-C(7) i H-
C(2)), 7,72 (d, J = 8,4, H-C(4)), 7,51 (dd, J1 = 1,7, J2 = 8,6, H-C(5)), 3,94 (s, 3H, CH3). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 162,84; 143,47; 137,34; 133,90; 130,09; 128,58; 
126,54; 125,28; 121,26; 52,60. GC/MS (m/z, %): 271,9 ([M
+
], 87), 269,9 (89), 240,9 
(100), 210,9 (22), 168,9 (20), 131,9 (41). 
 
5-Fluor-1-benzotiofen-2-karboksilna kiselina (38).
149
 
Jedinjenje 38 se sintetiše po opštem postupku B, korišćenjem 
metil-estra 34 (1,3 g, 6,2 mmol) i KOH (1,73 g, 30,9 mmol) u 
smeši MeOH/H2O (160 mL/20 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH gradijent 9/1 
do 7/3). Prinos 850 mg (70%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 220–224 °C. IR 
(ATR): 2966sr, 2848sr, 2803sr, 2633sr, 2565sr, 2524sr, 1677j, 1603sl, 1571sl, 1525j, 
1446sl, 1409sr, 1332sl, 1305j, 1271j, 1242sl, 1209j, 1147sl, 1130sl, 1079sl, 1055sl, 
954sl, 930sl, 882sl, 809sl, 760sl, 711sl, 655sl, 598sl, 509sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 8,03-8,01 (m, H-C(3)), 7,94-7,90 (m, H-C(7)), 7,64 (dd, J1 = 2,5, J2 = 9,2, 
H-C(4)), 7,28 (td, J1 = 2,8, J2 = 8,9, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 166,55; 
162,33 (d, J = 240,1); 141,31 (d, J = 9,9); 139,21; 131,21 (d, J = 3,6); 131,11; 125,39 
(d, J = 9,0); 116,94 (d, J = 25,3); 111,42 (d, J = 22,6). HRMS: m/z 194,99273 odgovara 
molekulskoj formuli [C9H5SFO2-H]
- (greška u ppm 2,98). 
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6-Fluor-1-benzotiofen-2-karboksilna kiselina (39).
149
 
Jedinjenje 39 se sintetiše po opštem postupku B, korišćenjem 
metil-estra 35 (247 mg, 1,18 mmol) i KOH (329,6 mg, 5,875 
mmol) u smeši MeOH/H2O (16 mL/2 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH=9/1). 
Prinos 171 mg (74%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 182–186 °C. IR (ATR): 
2811sl, 2575sl, 1665j, 1604sr, 1566sl, 1523j, 1468sl, 1438sr, 1341sl, 1319sr, 1279sl, 
1255sr, 1196sr, 1177sl, 1062sl, 921sl, 870sl, 845sl, 806sl, 759sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, CD3OD, δ): 8,04-8,03 (m, H-C(3)), 7,94 (dd, J1 = 5,3, J2 = 8,7, H-C(4)), 7,70-
7,66 (m, H-C(7)), 7,22 (td, J1 = 2,5, J2 = 9,2, H-C(5)). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 
165,38; 163,45 (d, J = 244,6); 144,88 (d, J = 10,8); 137,06; 135,81 (d, J = 3,6); 131,13; 
128,29 (d, J = 9,9); 115,29 (d, J = 24,4); 109,55 (d, J = 25,3). HRMS: m/z 194,99178 
odgovara molekulskoj formuli [C9H5SFO2-H]
- (greška u ppm -1,91). 
 
5-Brom-1-benzotiofen-2-karboksilna kiselina (40).
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Jedinjenje 40 se sintetiše po opštem postupku B, korišćenjem 
metil-estra 36 (1,19 g, 4,39 mmol) i KOH (738,1 mg, 13,15 
mmol) u smeši MeOH/H2O (80 mL/10 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH=9/1). 
Prinos 1,01 g (90%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 234–236 °C. IR (ATR): 
2977sr, 2828sr, 2662sr, 2557sr, 1667j, 1551j, 1517j, 1439sr, 1401sl, 1302j, 1265sr, 
1178j, 1072sl, 1042sl, 936sl, 886sr, 799sr, 759sr, 711sl, 600sl, 507sl, 473sl, 424sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,11-8,09 (m, H-C(4)), 8,00-7,98 (m, H-C(3)), 7,84-
7,81 (m, H-C(7)), 7,56 (dd, J1 = 1,9, J2 = 8,7, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, 
δ): 165,24; 142,17; 141,96; 137,87; 130,95; 130,55; 129,05; 125,41; 119,80. HRMS: 
m/z 254,91145 odgovara molekulskoj formuli [C9H5BrO2S-H]
- (greška u ppm -2,52). 
 
6-Brom-1-benzotiofen-2-karboksilna kiselina (41).
150
 
Jedinjenje 41 se sintetiše po opštem postupku B, korišćenjem 
metil-estra 37 (2,00 g, 7,38 mmol) i KOH (1,24 g, 22,1 mmol) u 
smeši MeOH/H2O (200 mL/25 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent 9/1 
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do 1/1). Prinos 1,80 g (95%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 260–265 °C. IR 
(ATR): 3082sr, 2982sr, 2839sr, 2690sr, 2579sr, 1664j, 1586sr, 1552sl, 1513sr, 1425sr, 
1383sl, 1333sl, 1316sr, 1276sl, 1244sl, 1181sl, 1139sl, 1090sl, 1051sl, 918sl, 871sl, 
803sl, 754sl, 564sl, 514sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD+CDCl3, δ): 8,10-8,08 (m, 
H-C(7)), 8,01 (bs, H-C(3)), 7,81 (d, J = 8,5, H-C(4)), 7,55-7,52 (m, H-C(5)). 
13
C NMR 
(125 MHz, CD3OD+CDCl3, δ): 165,42; 144,71; 138,91; 130,78; 129,35; 127,61; 
126,12; 121,83. HRMS: m/z 254,91154 odgovara molekulskoj formuli [C9H5BrO2S-H]
- 
(greška u ppm -2,13). 
 
5-Fluor-1-benzotiofen (42).
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Jedinjenje 42 se sintetiše po opštem postupku C, korišćenjem 
karboksilne kiseline 38 (1,40 g, 7,13 mmol) i DBU (2,71 g, 17,8 mmol) 
u N,N-dimetilacetamidu (7 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan). Prinos 1,00 g (93%). 
Bezbojna teĉnost. IR (film): 3907sl, 3084sl, 3012sl, 2927sl, 2372sl, 2175sl, 1879sl, 
1781sl, 1725sl, 1618sl, 1582sl, 1563sr, 1525sl, 1501sl, 1455sl, 1422sr, 1319sl, 1267sl, 
1248sr, 1232sl, 1139sr, 1092sl, 1051sl, 942sl, 891sr, 862j, 833sr, 808j, 750j, 694j, 632sl 
cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 7,81-7,77 (m, H-C(7)), 7,52 (d, J = 5,3, H-C(3)), 
7,48 (dd, J1 = 2,5, J2 = 9,4, H-C(4)), 7,30-7,27 (m, H-C(2)), 7,13-7,08 (m, H-C(6)). 
13
C 
NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,80 (d, J = 240,1); 140,58 (d, J = 9,0); 135,12; 128,78; 
123,56 (d, J = 4,5); 123,46; 113,11 (d, J = 24,4); 108,98 (d, J = 22,6). GC/MS (m/z, %): 
152,0 ([M
+
], 100). 
 
6-Fluor-1-benzotiofen (43).
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Jedinjenje 43 se sintetiše po opštem postupku C, korišćenjem 
karboksilne kiseline 39 (163 mg, 0,831 mmol) i DBU (316 mg, 2,08 
mmol) u N,N-dimetilacetamidu (1 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan). Prinos 121 mg (95%). Bezbojna teĉnost. IR 
(film): 3106sl, 3073sl, 2927sl, 1879sl, 1754sl, 1697sl, 1625sl, 1606sr, 1565sr, 1530sl, 
1496sl, 1467j, 1392sl, 1342sl, 1310sl, 1251j, 1218j, 1184sl, 1118sl, 1081sl, 1040sl, 
912j, 884sl, 844sr, 811j, 783sl, 745sl, 689sr, 649sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 MHz, CDCl3, δ): 
7,75 (dd, J1 = 5,3, J2 = 8,7, H-C(4)), 7,60-7,51 (m, H-C(7)), 7,38; 7,30 (ABq, JAB = 
SF
S
F
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14,1, H-C(2) i H-C(3)), 7,18-7,06 (m, H-C(5)). 
13
C NMR (50 MHz, CDCl3, δ): 162,94; 
136,50; 136,10; 125,98 (d, J = 3,6); 124,48 (d, J = 9,1); 123,35; 113,25 (d, J = 23,7); 
108,43 (d, J = 24,6). GC/MS (m/z, %): 152,0 ([M
+
], 100). 
 
5-Brom-1-benzotiofen (44).
152
 
Jedinjenje 44 se sintetiše po opštem postupku C, korišćenjem 
karboksilne kiseline 40 (1,00 g, 3,89 mmol) i DBU (1,48 g, 9,72 mmol) 
u N,N-dimetilacetamidu (7 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan). Prinos 814 mg (98%). 
Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 43–44 °C. IR (ATR): 3102sr, 2924sr, 2850sl, 
2176sl, 2004sl, 1874sl, 1775sl, 1730sl, 1579j, 1545sr, 1491sr, 1431j, 1404j, 1310sr, 
1272sl, 1250sr, 1223sr, 1191j, 1151sr, 1090sr, 1061j, 940sl, 887sr, 866sr, 811j, 798j, 
751j, 727j, 691j, 546sl, 475sr, 412sl, 402sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 7,97-
7,95 (m, H-C(4)), 7,75-7,71 (m, H-C(7)), 7,48-7,46 (m, H-C(2)), 7,45-7,41 (m, H-C(6)), 
7,28-7,26 (m, H-C(3)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 141,22; 138,34; 128,14; 
127,26; 126,23; 123,76; 123,10; 118,22. GC/MS (m/z, %): 213,9 ([M
+
], 100), 211,9 
([M
+
], 100), 133,0 (55), 89,0 (45). 
 
6-Brom-1-benzotiofen (45).
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Jedinjenje 45 se sintetiše po opštem postupku C, korišćenjem 
karboksilne kiseline 41 (1,00 g, 3,89 mmol) i DBU (1,48 g, 9,72 mmol) 
u N,N-dimetilacetamidu (7 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan). Prinos 811 mg (98%). 
Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 53–54 °C. IR (ATR): 3105sl, 3076sl, 1576sr, 
1541sl, 1482sl, 1439sr, 1377sr, 1336sr, 1300sl, 1246sl, 1200sl, 1061sr, 950sl, 866sr, 
816j, 744sr, 689sr, 566sr, 427sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,01 (s, H-C(7)), 
7,69-7,64 (m, H-C(4)), 7,48-7,44 (m, H-C(5)), 7,41; 7,29 (AMq, JAM = 5,5, H-C(2) i H-
C(3)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 141,26; 138,32; 127,62; 126,90; 124,96; 124,65; 
123,54; 118,14. GC/MS (m/z, %): 213,9 ([M
+
], 100), 211,9 (99), 133,0 (48), 89,0 (38). 
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1-Benzotiofen-5-karbonitril (46).
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Jedinjenje 46 se sintetiše po opštem postupku D, korišćenjem 
brombenzotiofena 44 (735 mg, 3,45 mmol) i CuCN (617,8 mg, 6,898 
mmol) u N-metilpirolidinonu (4 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 9/1). Prinos 
472 mg (86%). Bezbojna kristalna supstanca, topi se na 67–69 °C. IR (ATR): 3107j, 
3087sr, 2223j, 1777sl, 1594sl, 1540sl, 1429sr, 1320sr, 1257sr, 1225sl, 1134sl, 1090sr, 
1050sl, 907sr, 823j, 758sr, 704j, 623sl, 598sl, 574sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, 
δ): 8,15 (s, H-C(4)), 7,99-7,95 (m, H-C(7)), 7,63-7,59 (m, H-C(2)), 7,57-7,54 (m, H-
C(6)), 7,43-7,39 (m, H-C(3)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 143,80; 139,31; 129,05; 
128,16; 126,14; 123,68; 123,44; 119,36; 107,96. GC/MS (m/z, %): 159,0 ([M
+
], 100). 
 
1-Benzotiofen-6-karbonitril (47).
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Jedinjenje 47 se sintetiše po opštem postupku D, korišćenjem 
brombenzotiofena 45 (600,0 mg, 2,816 mmol) i CuCN (504,4 mg, 
5,631 mmol) u N-metilpirolidinonu (3,5 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 9/1). Prinos 
380 mg (84%). Ĉvrsta supstanca, bledoţute boje, topi se na 41–42 °C. IR (ATR): 
3818sl, 3541sl, 3415sl, 3102sr, 2971sl, 2782sl, 2621sl, 2275sl, 2225j, 2173sl, 1907sl, 
1774sl, 1647sl, 1594sr, 1550sl, 1484sl, 1454sr, 1391sr, 1344sr, 1311sr, 1259sr, 1192sr, 
1137sl, 1084sr, 1049sl, 959sl, 893sr, 825j, 777sr, 760sr, 702sr, 633sl, 604sr, 510sl, 
485sl, 455sr, 406sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,22-8,20 (m, H-C(7)), 7,91-
7,88 (m, H-C(4)), 7,73-7,70 (m, H-C(3)), 7,61-7,58 (m, H-C(5)), 7,43-7,41 (m, H-C(2)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 142,40; 139,58; 131,20; 127,27; 126,81; 124,30; 
123,94; 119,27; 107,56. GC/MS (m/z, %): 159,0 ([M
+
], 100). 
 
3-Brom-5-fluor-1-benzotiofen (48). 
Jedinjenje 48 se sintetiše po opštem postupku E, korišćenjem fluor-
supstituisanog benzotiofena 42 (250 mg, 1,6 mmol) i Br2 (91 μL, 1,8 
mmol) u CH2Cl2 (6,3 mL + 6,3 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan). Prinos 320 mg (84%). 
Bezbojna kristalna supstanca, topi se na 70–73 °C. IR (ATR): 3964sl, 3856sl, 3818sl, 
SNC
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3795sl, 3739sl, 3641sl, 3145sl, 3099j, 3072sr, 3021sl, 2925sl, 2889sl, 2732sl, 2684sl, 
2623sl, 2561sl, 2423sl, 2378sl, 2264sl, 2214sl, 2162sl, 2103sl, 2055sl, 1945sl, 1880sl, 
1834sl, 1712sl, 1665sl, 1602j, 1564sl, 1538sl, 1494sr, 1425j, 1326sl, 1293sr, 1244sr, 
1188j, 1126sr, 1064sl, 971sr, 857j, 807sr, 761j, 716sl, 642sl, 614sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 7,78 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,9, H-C(7)), 7,53-7,48 (m, H-C(4) i H-C 
(2)), 7,19-7,14 (m, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,36 (d, J = 241,2), 
138,92 (d, J = 9,9), 133,92, 125,89, 124,01 (d, J = 9,5), 114,36 (d, J = 25,3), 108,87 (d, 
J = 24,4), 107,02 (d, J = 4,5). GC/MS (m/z, %): 231,9 ([M
+
], 100), 229,9 (99), 151,0 
(22), 107,0 (58). 
 
3-Brom-1-benzotiofen-5-karbonitril (49). 
Jedinjenje 49 se sintetiše po opštem postupku E, korišćenjem cijano-
supstituisanog benzotiofena 46 (100,0 mg, 0,6281 mmol) i Br2 (35 
μL, 0,69 mmol) u DCE (2,5 mL + 2,5 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 
97/3 do 9/1). Prinos 130 mg (87%). Bezbojna kristalna supstanca, topi se na 144 – 147 
ºC. IR (ATR): 3116j, 3074sr, 2224j, 1768sr, 1597sr, 1572sr, 1497sr, 1431j, 1322sr, 
1293sr, 1253sr, 1154sl, 1128sl, 1058sr, 966sl, 887sr, 808sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 8,16-8,14 (m, H-C(7)), 7,97-7,93 (m, H-C(4)), 7,64-7,61 (m, H-C(6)), 7,60 
(s, H-C(2)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 142,68; 137,68; 127,76; 127,20; 126,11; 
123,78; 118,82; 109,03; 107,72. GC/MS (m/z, %): 239,8 ([M
+
], 100). 
 
3-Brom-1-benzotiofen-6-karbonitril (50).
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Jedinjenje 50 se sintetiše po opštem postupku E, korišćenjem cijano-
supstituisanog benzotiofena 47 (1,05 g, 6,60 mmol) i Br2 (0,37 mL, 
7,2 mmol) u DCE (26,3 mL + 26,3 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 
97/3 do 1/9, EtOAc). Prinos 320 mg (84%). Bezbojna kristalna supstanca, topi se na 140 
– 144 ºC (EtOAc). IR (ATR): 3950sl, 3858sl, 3821sl, 3422sr, 3145sr, 3096j, 3070j, 
3034sr, 2979sr, 2935sr, 2873sl, 2852sr, 2805sl, 2718sl, 2659sr, 2629sl, 2582sl, 2528sl, 
2492sl, 2225j, 2176sr, 2048sl, 1903sl, 1788sr, 1770sr, 1640sr, 1598sl, 1548sr, 1513sr, 
1484sl, 1455sr, 1413j, 1392sr, 1350sl, 1322j, 1258j, 1195j, 1164sr, 1135sr, 1058sl, 
S
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937j, 894sr, 816j, 769j, 709sr, 605sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,19-8,18 (m, 
H-C(7)), 7,93-7,90 (m, H-C(4)), 7,71-7,68 (m, H-C(2) i H-C(5)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 140,37; 138,56; 128,16; 127.64; 127,39; 123,93; 118,69; 108.92; 108.05. 
GC/MS (m/z, %): 238,9 ([M
+
], 100); 158,0 (16); 114,0 (36). 
 
(5-Fluor-1-benzotiofen-2-il)metanol (51).
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Metil-estar 34 (590 mg, 2,8 mmol) se rastvori u suvom PhMe (15 
mL) u atmosferi Ar na –70 °C. Zatim se polako, u kapima, doda 
0,6 M DIBAL (19 mL, 11 mmol), a temperatura sve vreme 
odrţava na –70 °C. Reakcija se zaustavlja posle 1 h, dodatkom smeše MeOH/H2O (4:1, 
v:v). Rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu, a suvi ostatak pomoću dihlormetana 
prenese u levak za odvajanje. Organski sloj se ispere vodom, zasićenim rastvorom NaCl 
i suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu 
(dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 7/3). Prinos 420 mg 
(82%). Bela praškasta supstanca, topi se na 89 – 90 ºC. IR (ATR): 3249j, 2932sr, 
2352sl, 1750sl, 1601sr, 1576sl, 1538sl, 1442j, 1362sl, 1297sl, 1251sl, 1192sl, 1143j, 
1014j, 947sl, 876j, 839sl, 812j, 779sl, 721sl, 693sl, 664sl, 641sl, 588sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500 MHz, CDCl3, δ): 7,72 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,7, H-C(7)), 7,40-7,36 (m, H-C(4)), 7,18-
7,15 (m, H-C(3)), 7,07 (td, J1 = 2,5, J2 = 8,9, H-C(6)), 4,94-4,90 (m, 2H, -CH2OH), 
2,05-2,00 (m, H-O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,85 (d, J = 239,2); 147,48; 
140,51 (d, J = 9,9); 135,21; 123,54 (d, J = 9,0); 121,01 (d, J = 4,5); 113,08 (d, J = 25,3); 
108,98 (d, J = 23,5); 60,82. GC/MS (m/z, %): 182,0 ([M
+
], 95), 165,0 (90), 153,0 (100), 
109,0 (53).  
 
5-Fluor-1-benzotiofen-2-karbaldehid (52).
151
 
Alkohol 51 (300,0 mg, 1,646 mmol) se rastvori u dihlormetanu 
(30 mL), a zatim se doda MnO2 (1,4 g, 16 mmol). Reakciona 
smeša se meša na sobnoj temperaturi tokom 1 h. Posle ceĊenja 
kroz celit, rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu. Aldehid 52 se koristi u narednom 
koraku bez dodatnog preĉišćavanja. Prinos 240 mg (82%). Bela praškasta supstanca, 
topi se na 117 – 119 ºC. IR (ATR): 3449j, 3101sl, 3065sl, 2921sl, 2850sl, 2793sl, 
1886sl, 1671j, 1566sl, 1518sl, 1440sl, 1383sl, 1330sl, 1282sl, 1247sl, 1167sr, 1115sl, 
S
F
OH
S
F
CHO
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952sl, 868sl, 808sl, 718sl, 657sl, 597sl, 489sl, 418sl, 403sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 10,11 (s, 1H, CHO), 7,99 (s, H-C(3)), 7,87-7,83 (m, H-C(7)), 7,62-7,58 (m, 
H-C(4)), 7,31-7,26 (m, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 184,46; 161,01 (d, J = 
242,8); 145,52; 139,45 (d, J = 9,9); 138,16; 133,47 (d, J = 4,5); 124,68 (d, J = 9,0); 
117,40 (d, J = 25,3); 111,20 (d, J = 22,6). GC/MS (m/z, %): 180,0 ([M
+
], 100), 179 (91), 
151 (20), 107 (48).  
 
5-Fluor-1-benzotiofen-3-karbaldehid (53).
156
 
Jedinjenje 53 se sintetiše po opštem postupku F, korišćenjem fluor-
supstituisanog benzotiofena 42 (300,0 mg, 1,971 mmol), dihlormetil-
metil-etra (1,78 mL, 19,7 mmol) i TiCl4 (1,08 mL, 9,86 mmol) u 
CH2Cl2 (2 mL + 1,5 mL + 1,5 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 9/1). Prinos 290 mg (81%). 
Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 111–112 °C. IR (ATR): 3324sl, 3168sl, 
3089sr, 2954sl, 2888sl, 2832sl, 2806sl, 2740sl, 1670j, 1628sr, 1600sr, 1568sr, 1502sr, 
1449sr, 1433sr, 1385sr, 1348sl, 1312sl, 1286sl, 1250sr, 1196sr, 1144sr, 1090sl, 1040sl, 
912sr, 866sr, 798sr, 737sl, 716sl, 641sl, 626sl, 535sl, 472sl cm
-1
. 
1 
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 10,11 (s, 1 H, CHO), 8,41-8,36 (m, H-C(2) i H-C(4)), 7,82 (dd, J1 = 4,8, J2 = 
8,9, H-C(7)), 7,26-7,20 (m, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 185,06; 161,86 
(d, J = 242,8); 144,89; 136,41 (d, J = 9,9); 136,14 (d, J = 4,5); 135,72; 123,48 (d, J = 
9,0); 115,15 (d, J = 25,3); 110,80 (d, J = 24,4). GC/MS (m/z, %): 180,0 ([M
+
], 96), 
179,0 (100), 151,0 (21), 107,0 (49). 
 
6-Fluor-1-benzotiofen-3-karbaldehid (54).
85
 
Jedinjenje 54 se sintetiše po opštem postupku F, korišćenjem fluor-
supstituisanog benzotiofena 43 (350 mg, 2,3 mmol), dihlormetil-
metil-etra (1,25 mL, 13,8 mmol) i TiCl4 (0,76 mL, 6,9 mmol) u 
CH2Cl2 (2,5 mL + 2 mL + 2 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu 
(dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 95/5). Prinos 160 mg (39%). Praškasta 
supstanca, bele boje, topi se na 92–96 °C. IR (ATR): 3319sl, 3110sr, 3073sl, 2991sl, 
2843sl, 2745sl, 1667j, 1622sr, 1601sr, 1570sr, 1498sr, 1470j, 1388sr, 1323sl, 1242sr, 
1207sr, 1152sl, 1129sr, 1085sl, 1039sl, 896sr, 858sr, 827sr, 715sr, 676sl, 445sl cm
-1
. 
1
H 
S
F
CHO
S
CHO
F
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NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 10,11 (s, 1H, CHO), 8,68-8,63 (m, H-C(4)), 8,28 (s, H-
C(2)), 7,58-7,55 (m, H-C(7)), 7,30-7,24 (m, H-C(5)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
185,15; 161,24 (d, J = 245,5); 142,73; 141,37 (d, J = 9,9); 135,95; 131,64; 126,09 (d, J 
= 9,0); 115,11 (d, J = 23,5); 108,57 (d, J = 25,3). GC/MS (m/z, %): 180,0 ([M
+
], 96), 
179,0 (100), 151,0 (24), 107,0 (48). 
 
3-Formil-1-benzotiofen-5-karbonitril (55).
85 
 
Jedinjenje 55 se sintetiše po opštem postupku F, korišćenjem cijano-
supstituisanog benzotiofena 46 (392,5 mg, 2,465 mmol), 
dihlormetil-metil-etra (2,68 mL, 29,5 mmol) i TiCl4 (1,62 mL, 14,8 
mmol) u CH2Cl2 (3 mL + 3 mL + 5 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 95/5 do 3/7). Prinos 
331 mg (72%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 107–108 °C. IR (ATR): 
3824sl, 3317sl, 3084j, 2931sl, 2838sl, 2744sl, 2358sl, 2228sr, 1907sl, 1810sl, 1676j, 
1597sl, 1545sl, 1507sl, 1437sr, 1387sl, 1352sl, 1305sl, 1259sl, 1168sr, 1099sl, 1041sl, 
906sl, 885sl, 861sl, 812sr, 736sl, 715sl, 695sl, 637sl, 512sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 10,16 (s, 1H, CHO), 9,05 (ps, H-C(2)), 8,47 (ps, H-C(4)), 8,02-7,98 (m, H-
C(7)), 7,71-7,66 (m, H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 184,86; 144,65; 144,14; 
135,91; 135,11; 129,62; 128,27; 123,43; 118,74; 110,18. GC/MS (m/z, %): 187,0 ([M
+
], 
76), 186,0 (100), 158,0 (20), 114,0 (40). 
 
3-Formil-1-benzotiofen-6-karbonitril (56).
85
  
Jedinjenje 56 se sintetiše po opštem postupku F, korišćenjem cijano-
supstituisanog benzotiofena 47 (120 mg, 0,75 mmol), dihlormetil-
metil-etra (0,68 mL, 7,5 mmol) i TiCl4 (0,41 mL, 3,8 mmol) u 
CH2Cl2 (1 mL + 1 mL + 1 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu 
(dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 95/5 do 3/7). Prinos 68 mg 
(48%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 129–132 °C. IR (ATR): 3821sl, 
3417sl, 3325sl, 3096sr, 3066sr, 2838sl, 2750sl, 2222sr, 1932sl, 1797sl, 1666j, 1595sl, 
1494sr, 1458sl, 1396sr, 1263sl, 1191sl, 1142sl, 1098sr, 1044sl, 1007sl, 902sl, 839sr, 
719sl, 650sl, 614sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3+CD3OD, δ): 10,00 (s, 1H, CHO), 
8,63 (d, J = 8,4, H-C(4)), 7,56 (ps, H-C(2)), 8,15-8,12 (m, H-C(7)), 7,63-7,59 (m, H-
S
CHO
NC
S
CHO
NC
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C(5)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3+CD3OD, δ): 185,36; 147,02; 140,15; 137,98; 
135,66; 128,50; 126,99; 125,31; 118,30; 109,13. GC/MS (m/z, %): 187,0 ([M
+
], 76), 
186,0 (100), 158,0 (20), 114,0 (40). 
 
4-(5-Fluor-1-benzotien-3-il)benzaldehid (57). 
Jedinjenje 57 se sintetiše po opštem postupku G, korišćenjem 
brom-supstituisanog benzotiofena 48 (241 mg, 1,04 mmol), 4-
formilfenilboronske kiseline (195 mg, 1,30 mmol), Pd(OAc)2 
(11,6 mg, 0,0519 mmol), SPhos (85,3 mg, 0,208 mmol), 2M 
Na2CO3 (1,6 mL), DME (2 mL + 2 mL) i EtOH (2 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc 9/1). Prinos 
235 mg (88%). Kristalna supstanca, bele boje, topi se na 125 – 127 ºC. IR (ATR): 
3094sl, 2831sl, 2736sl, 1979sl, 1702j, 1606j, 1568sl, 1493sl, 1439sr, 1388sl, 1306sl, 
1282sl, 1255sl, 1208sl, 1171sl, 1117sl, 885sl, 860sl, 836sl, 816sl, 790sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 10,08 (s, CHO), 8,03-7,99 (m, 2H-Ar), 7,85 (dd, J1 = 4,9, J2 = 8,8, 
H-C(7)), 7,75-7,71 (m, 2H-Ar), 7,59 (s, H-C(2)); 7,58-7,54 (m, H-C(4)), 7,21-7,15 (m, 
H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 191,68; 161,25 (d, J = 241,0); 141,59; 138,47 
(d, J = 9,0); 136,57 (d, J = 4,5); 136,09; 135,56; 130,33; 128,97; 127,41; 124,20 (d, J = 
9,9); 113,75 (d, J = 25,3); 108,33 (d, J = 23,5). GC/MS (m/z, %): 256,0 ([M
+
], 100), 
226,0 (35), 183,0 (31).  
 
3-(4-Formilfenil)-1-benzotiofen-5-karbonitril (58). 
Jedinjenje 58 se sintetiše po opštem postupku G, korišćenjem 
cijano-supstituisanog benzotiofena 49 (300,0 mg, 1,260 
mmol), 4-formilfenilboronske kiseline (236,2 mg, 1,575 
mmol), Pd(OAc)2 (14,1 mg, 0,0628 mmol), SPhos (103,4 mg, 
0,2519 mmol), 2M Na2CO3 (2,4 mL), DME (3,6 mL + 3,6 mL) i EtOH (3,6 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, 
heksan/CH2Cl2 gradijent od 9/1 do 1/9, CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH = 9/1). Prinos 120 mg 
(37%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, topi se na 210 – 215 ºC. IR (ATR): 3084sr, 
2854sr, 2756sl, 2229j, 2011sl, 1686j, 1604j, 1568sl, 1438sl, 1389sr, 1344sl, 1303sl, 
1211j, 1167sr, 1106sr, 1059sl, 1014sl, 893sl, 856sl, 833j, 811j, 798sr, 737sl, 654sl, 
S
F CHO
S
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560sl, 485sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, C5D5N, δ): 10,23 (s, H-CHO), 10,19* (s, 0,18H), 
8,36-8,33 (m, H-C(4)), 8,12 (d, J = 8,2, H-C(7)), 8,10-8,07 (m, 2H-Ar), 8,07-8,04* (m, 
0,40H), 7,97 (s, H-C(2)), 7,84-7,81* (m, 0,39H), 7,77-7,73 (m, 2H-Ar), 7,71-7,68 (m, 
H-C(6)). 
13
C NMR (125 MHz, C5D5N, δ): 192,58; 145,72; 141,19; 138,04; 137,36*; 
136,85; 136,31; 131,08; 131,00*; 130,03; 129,34; 128,81*; 128,19; 127,54; 125,21; 
124,29; 120,27; 109,35. Signali oznaĉeni * potiĉu od 4-formilfenilboronske kiseline. 
GC/MS (m/z, %): 263,0 ([C16H9NOS
+
], 71), ([C7H7BO3
+
], 29). 
 
3-(4-Formilfenil)-1-benzotiofen-6-karbonitril (59). 
Jedinjenje 59 se sintetiše po opštem postupku G, 
korišćenjem cijano-supstituisanog benzotiofena 50 (89,3 
mg, 0,375 mmol), 4-formilfenilboronske kiseline (70,3 
mg, 0,469 mmol), Pd(OAc)2 (4,2 mg, 0,019 mmol), SPhos 
(30,8 mg, 0,0750 mmol), 2M Na2CO3 (0,7 mL), DME (1 mL + 1 mL) i EtOH (1 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/CH2Cl2 gradijent od 9/1 do 2/8). Prinos 75 mg (76%). Praškasta supstanca, bele 
boje, topi se na 186 – 188 ºC. IR (ATR): 3083sr, 2982sl, 2837sr, 2747sr, 2225j, 2176sl, 
1998sl, 1686j, 1603j, 1572sr, 1489sr, 1454sl, 1396sr, 1348sr, 1307sr, 1264sl, 1215j, 
1171sr, 1105sl, 886sl, 858sl, 823j, 791sr, 717sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 
10,11 (s, H-CHO), 8,29-8,27 (m, H-C(7)), 8,06-8,02 (m, 2H-Ar), 7,99-7,96 (m, H-C(4)), 
7,78 (s, H-C(2)), 7,75-7,72 (m, 2H-Ar), 7,68-7,64 (m, H-C(5)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 191,56; 140,74; 140,64; 140,14; 137,06; 135,87; 130,38; 129,46; 129,23; 
127,78; 127,36; 123,41; 118,94; 108,29. HRMS: m/z 264,04675 odgovara molekulskoj 
formuli C16H9NOSH
+
 (greška u ppm -3,84). 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (61).
85
  
Jedinjenje 61 se sintetiše po opšem postupku K, 
korišćenjem komercijalno dostupnog 1-
benzotiofen-2-karbaldehida (140 mg, 0,86 
mmol), AQ2 (286,9 mg, 1,295 mmol), glac. AcOH (75 μL, 1,3 mmol), NaBH4 (196 mg, 
5,18 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, 
S
CHO
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EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 254 mg (80%). Praškasta supstanca, 
bledoţute boje, topi se na 135 – 139 ºC. IR (ATR): 3225sr, 3062sl, 2943sl, 2879sl, 
2841sl, 1579j, 1451sr, 1431sl, 1375sl, 1329sl, 1285sl, 1253sl, 1212sl, 1166sl, 1138sl, 
1078sl, 1026sl, 963sl, 897sl, 849sl, 813sl, 780sl, 743sl, 723sl, 641sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, CDCl3, δ): 8,49 (d, J = 5,3, H-C(2')), 7,97-7,93 (m, H-C(8')), 7,82-7,79 (m, H-
C(7)), 7,76 (d, J = 9,0, H-C(5’)), 7,70-7,67 (m, H-C(4)), 7,38-7,35 (m, H-C(6’)), 7,35-
7,28 (m, 2H, H-C(5) i H-C(6)), 7,17-7,14 (m, H-C(3)), 6,34 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,90-
5,85 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 4,15-4,13 (m, 2H, ArCH2-), 3,34-3,29 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 3,10-3,06 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,86 (ps, H-N izmenjiv sa D2O).
13
C 
NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 152,01; 149,78; 149,10; 144,98; 139,65; 139,45; 134,74; 
128,65; 125,18; 124,32; 124,11; 123,16; 122,34; 121,56; 121,38; 117,34; 99,12; 48,56; 
46,44; 42,09. HRMS: m/z 368,09836 odgovara molekulskoj formuli C20H18ClN3SH
+ 
(greška u ppm 0,23). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,938 min, površina 
98,50%; metoda B: RT 8,116 min, površina 98,14%. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (62).
85
  
Jedinjenje 62 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem komercijalno dostupnog 1-
benzotiofen-2-karbaldehida (140 mg, 0,86 
mmol), AQ3 (305,2 mg, 1,295 mmol), glac. 
AcOH (75 μL, 1,3 mmol), NaBH4 (195,9 mg, 5,179 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2; 
flash, Biotage SP1, NH kolona, 25+M, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, 
EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 240 mg (73%). 
Praškasta supstanca, bledoţute boje, topi se na 120 – 122 ºC. IR (ATR): 3267sl, 3113sl, 
3065sl, 3012sl, 2978sl, 2939sl, 2877sl, 2850sl, 1612sl, 1580j, 1551sl, 1492sl, 1460sl, 
1431sl, 1367sl, 1338sl, 1310sl, 1287sl, 1260sl, 1232sl, 1212sl, 1177sl, 1128sl, 1083sl, 
1062sl, 1015sl, 897sl, 873sl, 840sl, 797sl, 748sl, 725sl, 647sl, 595sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, CDCl3, δ): 8,48 (d, J = 5,3, H-C(2')), 7,92-7,89 (m, H-C(8')), 7,82-7,77 (m, H-
C(7)), 7,72-7,68 (m, H-C(4)), 7,57 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,39-7,30 (m, 2H, H-C(5) i H-
C(6)), 7,16 (s, H-C(3)), 7,11 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 7,05-7,01 (m, H-C(6')), 6,31 
N
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(d, J = 5,3, H-C(3')), 4,12 (s, 2H, ArCH2-), 3,43-3,38 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,98-2,94 
(m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,99-1,77 (m, 3H, ArNHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 152,02; 150,25; 149,09; 144,04; 139,62; 139,54; 
134,58; 128,41; 124,87; 124,44; 124,24; 123,25; 122,40; 122,02; 121,98; 117,43; 98,38; 
49,34; 48,51; 43,36; 27,54. HRMS: m/z 382,11399 odgovara molekulskoj formuli 
C21H20ClN3SH
+ (greška u ppm 0,17). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm) metoda A: RT 7,941 
min, površina 98,67%; (λ = 254 nm) metoda C: RT 5,254 min, površina 98,63%. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(hinolin-4-il)propan-1,3-diamin (63). 
Jedinjenje 63 se sintetiše po opštem postupku K, 
korišćenjem komercijalno dostupnog 1-
benzotiofen-2-karbaldehida (94 mg, 0,58 mmol), 
AQ7 (175 mg, 0,870 mmol), glac. AcOH (50 
μL, 0,8 mmol), NaBH4 (131,6 mg, 3,480 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1; flash, Biotage 
SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 1/9; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 
(9/1) gradijent od 95/5 do 1/1). Prinos 119 mg (59%). Ulje, svetloţute boje. IR (ATR): 
3262sl, 3059sl, 2928sl, 2838sl, 1617sl, 1585j, 1542sr, 1458sl, 1438sl, 1396sl, 1372sl, 
1339sl, 1284sl, 1243sl, 1131sl, 862sl, 810sl, 765sr, 728sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, 
CDCl3, δ): 8,55-8,48 (m, H-C(2')), 7,98-7,91 (m, H-C(8')), 7,79 (d, J = 7,8, H-C(5')), 
7,73-7,67 (m, 2H, H-C(7) i H-C(4)), 7,58-7,53 (m, H-C(7')), 7,37-7,28 (m, 2H, H-C(5) i 
H-C(6)), 7,21-7,15 (m, 2H, H-C(6') i H-C(3)), 6,96 (bs, H-N izmenjiv sa D2O), 6,35-
6,32 (m, H-C(3')), 4,12 (s, 2H, ArCH2-), 3,45-3,39 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,96-2,92 (m, 
2H, ArCH2NHCH2-), 2,15 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 1,95-1,89 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-). 
13
C NMR (50 MHz, CDCl3, δ): 150,77; 150,36; 144,26; 139,65; 
139,56; 129,25; 128,94; 124,32; 124,10; 123,19; 122,37; 121,84; 120,40; 118,91; 
113,18; 98,06; 49,27; 48,27; 43,12; 27,62. HRMS: m/z 348,15289 odgovara 
molekulskoj formuli C21H21N3SH
+ (greška u ppm 0,07). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 10,408, površina 96,80%; metoda B: RT 8,140, površina 96,44%. 
 
N
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N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (64).
85
  
Jedinjenje 64 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem komercijalno 
dostupnog 1-benzotiofen-2-karbaldehida 
(140 mg, 0,86 mmol), AQ4 (323,3 mg, 
1,295 mmol), glac. AcOH (75 μL, 1,3 mmol), NaBH4 (195,9 mg, 5,179 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 9/1 do 1/1; flash, Biotage SP1, NH kolona, 25+M, eluent EtOAc/heksan 
gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 
242 mg (71%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, topi se na 101 – 104 ºC. IR (ATR): 
3230sr, 3105sl, 3055sl, 3018sl, 2961sl, 2935sl, 2865sl, 2823sl, 1611sl, 1580j, 1541sr, 
1444sr, 1366sl, 1332sr, 1276sl, 1246sl, 1204sl, 1165sl, 1137sl, 1083sl, 896sl, 866sl, 
849sl, 811sl, 744sr, 725sl, 635sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,50 (d, J = 5,5, 
H-C(2')), 7,94-7,91 (m, H-C(8')), 7,81-7,76 (m, H-C(7)), 7,70-7,67 (m, H-C(4)), 7,66 (d, 
J = 9,2, H-C(5')), 7,35-7,26 (m, 2H, H-C(5) i H-C(6)), 7,25-7,21 (m, H-C(6')), 7,14 (s, 
H-C(3)), 6,36 (d, J = 5,3, H-C(3')), 5,74-5,65 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 4,09 (s, 2H, 
ArCH2-), 3,33-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,78 (t, 2H, J = 6,6, ArCH2NHCH2-), 1,91-
1,82 (m, ArNHCH2CH2-), 1,74-1,45 (m, 3H, ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa 
D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 152,06; 149,82; 149,16; 144,90; 139,70; 139,53; 
134,68; 128,73; 125,05; 124,25; 123,98; 123,11; 122,34; 121,38; 121,18; 117,22; 98,91; 
49,11; 48,35; 43,17; 27,64; 26,25. HRMS: m/z 396,12788 odgovara molekulskoj 
formuli C22H22ClN3SH
+ 
(greška u ppm -4,26). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: 
RT 11,020 min, površina 98,99 %; metoda B: RT 8,229 min, površina 97,99 %. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (65). 
Jedinjenje 65 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem komercijalno dostupnog 1-
benzotiofen-2-karbaldehida (120 mg, 0,74 
mmol), AQ8 (240 mg, 1,1 mmol), glac. 
AcOH (63 μL, 1,1 mmol), NaBH4 (167,9 mg, 4,439 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
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heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9). 
Prinos 160 mg (58%). Ulje, svetloţute boje. IR (ATR): 3649sl, 3626sl, 3436sl, 3250sr, 
3117sl, 3060sr, 2929sr, 2855sr, 1617sl, 1582j, 1541sr, 1457sr, 1438sr, 1396sl, 1374sl, 
1342sr, 1280sl, 1260sl, 1225sl, 1129sl, 1065sl, 1016sl, 972sl, 861sl, 811sl, 764sr, 744sr, 
703sl, 589sl, 558sl, 476sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,52 (d, J = 5,2, H-
C(2')), 7,99-7,94 (m, H-C(8')), 7,80-7,73 (m, 2H, H-C(4) i H-C(7)), 7,70-7,66 (m, H-
C(5')), 7,61-7,55 (m, H-C(7')), 7,35-7,25 (m, 3H, H-C(5), H-C(6) i H-C(6')), 7,13 (s, H-
C(3)), 6,37 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,62-5,56 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 4,08 (s, 2H, 
ArCH2-), 3,33-3,26 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,75 (t, J = 6,8, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,87-
1,80 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,72-1,64 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 150,98; 149,78; 148,35; 145,07; 139,70; 139,53; 129,77; 128,86; 
124,40; 124,17; 123,88; 123,08; 122,32; 121,27; 119,51; 118,76; 98,60; 49,07; 48,36; 
43,09; 27,60; 26,30. HRMS: m/z 362,16771 odgovara molekulskoj formuli 
C22H23N3SH
+ (greška u ppm -2,30). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,370, 
površina 96,73%; metoda B: RT 8,293, površina 97,83%. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-N-metiletan-1,2-diamin (66).
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Jedinjenje 66 se sintetiše po opštem postupku 
L, korišćenjem 61 (200,0 mg, 0,5436 mmol), 
37% vodenog rastvora formaldehida (81 μL, 
1,1 mmol), ZnCl2 (148,1 mg, 1,087 mmol), NaBH3CN (136,6 mg, 2,174 mmol) i MeOH 
(6 mL + 3 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, 
eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/1). Prinos 180 mg (87%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3395sl, 3060sl, 2950sl, 
2846sl, 2801sl, 1609sr, 1581j, 1527sr, 1452sr, 1366sl, 1330sl, 1275sl, 1241sl, 1206sl, 
1130sl, 1076sl, 1032sl, 879sl, 809sl, 747sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,49 
(d, J = 5,3, H-C(2')), 7,96-7,94 (m, H-C(8')), 7,86 (d, J = 9,0, H-C(5')), 7,82-7,79 (m, H-
C(7)), 7,71-7,66 (m, H-C(4)), 7,43-7,39 (m, H-C(6')), 7,35-7,28 (m, 2H, H-C(5) i H-
C(6)), 7,16 (s, H-C(3)), 6,31 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,98-5,91 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 
3,89 (s, 2H, ArCH2-), 3,32-3,26 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,85-2,81 (m, 2H, 
ArCH2N(CH3)CH2-), 2,40 (s, 3H, CH3-N). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 151,94; 
149,79; 149,00; 143,64; 139,66; 139,51; 134,78; 128,54; 125,15; 124,38; 124,29; 
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123,23; 122,47; 122,34; 121,62; 117,33; 99,08; 57,52; 53,92; 41,73; 39,62. HRMS: m/z 
382,11463 odgovara molekulskoj formuli C21H20ClN3SH
+ (greška u ppm 1,86). 
Mikroanaliza (C21H20ClN3S×0,5H2O) izraĉunato: C, 64,52; H, 5,41; N, 10,75; S, 8,20; 
naĊeno: C, 64,82; H, 5,05; N, 10,88; S, 8,56. HPLC ĉistoća (λ = 254 nm) metoda A: RT 
8,685 min, površina 95,12%; (λ = 330 nm) metoda B: RT 7,428 min, površina 95,57%. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-N-izopropiletan-1,2-diamin (67).
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Jedinjenje 67 se sintetiše po opštem postupku L, 
korišćenjem 61 (183,8 mg, 0,4996 mmol), 
acetona (257 μL, 3,50 mmol), ZnCl2 (272,5 mg, 
2,000 mmol), NaBH3CN (219,9 mg, 3,499 mmol) i MeOH (4 mL + 4 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 7/3). Prinos 186,8 
mg (91%). Praškasta supstanca, ţute boje, topi se na 127 ºC. IR (ATR): 3388j, 2960sl, 
2869sl, 2829sl, 1608sl, 1583j, 1523sr, 1477sr, 1363sl, 1328sr, 1265sl, 1237sl, 1173sl, 
1122sl, 1077sl, 882sl, 841sl, 794sl, 748sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,47 (d, 
J = 5,2, H-C(2')), 7,95-7,91 (m, H-C(8')), 7,78-7,73 (m, 2H, H-C(5') i H-C(7)), 7,66-
7,61 (m, H-C(4)), 7,36-7,33 (m, H-C(6')), 7,33-7,26 (m, 2H, H-C(6) i H-C(5)), 7,16-
7,13 (m, H-C(3)), 6,29 (d, J = 5,3, H-C(3')), 5,97-5,91 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 3,90-
3,87 (m, 2H, ArCH2-), 3,28-3,22 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,13 (sept, 1H, J = 6,6, 
(CH3)2CH-), 2,94-2,89 (m, 2H, ArCH2N(iPr)CH2-), 1,13 (d, 6H, J = 6,6, (CH3)2CH-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 151,96; 149,83; 149,08; 146,10; 139,74; 139,44; 
134,70; 128,59; 125,11; 124,35; 124,14; 123,07; 122,33; 121,76; 121,59; 117,44; 99,14; 
49,09; 48,88; 46,94; 39,86; 17,89. HRMS: m/z 410,14550 odgovara molekulskoj 
formuli C23H24ClN3SH
+ (greška u ppm 0,67). Mikroanaliza (C23H24ClN3S) izraĉunato: 
C, 67,38; H, 5,90; N, 10,25; S, 7,82; naĊeno: C, 67,09; H, 6,28; N, 10,16; S, 8,09. 
HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 9,325 min, površina 98,75 %; metoda B: RT 
7,604 min, površina 97,41 %. 
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N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-N-metilpropan-1,3-diamin (68).
85
  
Jedinjenje 68 se sintetiše po opštem postupku 
L, korišćenjem 62 (200,0 mg, 0,5237 mmol), 
37% vodenog rastvora formaldehida (78 μL, 
1,0 mmol), ZnCl2 (142,6 mg, 1,047 mmol), 
NaBH3CN (131,6 mg, 2,095 mmol) i MeOH (4 mL +3 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 
1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1). Prinos 202 mg (97%). Ulje, ţute 
boje. IR (ATR): 3270sr, 3060sl, 2949sr, 2845sl, 2804sl, 1610sr, 1582j, 1539sl, 1456sl, 
1368sl, 1333sl, 1138sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,50 (d, J = 5,4, H-C(2')), 
7,92-7,90 (m, H-C(8')), 7,75-7,72 (m, H-C(7)), 7,69-7,66 (m, H-C(4)), 7,40 (d, J = 9.0, 
H-C(5')), 7,38-7,29 (m, 2H, H-C(5) i H-C(6)), 7,16-7,14 (m, H-C(3)), 7,05-7,02 (m, H-
C(6')), 6,75-6,78 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 6,35 (d, J = 5,2, H-C(3')), 3,87-3,83 (m, 
2H, ArCH2-), 3,46-3,40 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,67-2,64 (m, 2H, ArCH2N(CH3)CH2-), 
2,43 (s, 3H, CH3-N), 1,95-1,90 (m, 2H, ArNHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 152,00; 150,21; 149,14; 143,00; 139,83; 139,50; 134,59; 128,47; 124,94; 124,39; 
124,29; 123,26; 122,94; 122,38; 121,64; 117,44; 98,57; 58,17; 55,84; 42,74; 42,25; 
24,82. HRMS: m/z 396,13031 odgovara molekulskoj formuli C22H22ClN3SH
+ (greška u 
ppm 1,87). Mikroanaliza (C22H22ClN3S×0,5H2O) izraĉunato: C, 65,25; H, 5,72; N, 
10,38; S, 7,92; naĊeno: C, 65,73; H, 5,91; N, 10,66; S, 7,75. HPLC ĉistoća (λ = 330 
nm): metoda A: RT 8,443 min, površina 95,02 %; metoda B: RT 7,444 min, površina 
96,11 %. 
 
N-(1-benzotien-2-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)-N-izopropilpropan-1,3-diamin 
(69).
85 
 
Jedinjenje 69 se sintetiše po opštem postupku 
L, korišćenjem 62 (250,0 mg, 0,6546 mmol), 
acetona (336 μL, 4,58 mmol), ZnCl2 (357 mg, 
2,62 mmol), NaBH3CN (290 mg, 4,6 mmol) i 
MeOH (6 mL + 6 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, 
SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 
9/1 do 1/9, MeOH, EtOAc/MeOH/NH3 gradijent od 18/1/1 do 9/1/1 ). Prinos 115 mg 
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(41%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, topi se na 86–88 ºC. IR (ATR): 3240sl, 
3060sl, 2964sr, 1610sl, 1580j, 1534sl, 1455sl, 1366sl, 1330sl, 1280sl, 1221sl, 1169sl, 
1135sl, 1079sl, 1022sl, 879sl, 853sl, 810sl, 744sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 
8,45 (d, J = 5,4, H-C(2')), 7,87-7,85 (m, H-C(8')), 7,77-7,74 (m, H-C(7)), 7,69-7,65 (m, 
H-C(4)), 7,39-7,29 (m, 2H, H-C(5) i H-C(6)), 7,17-7,14 (m, 2H, H-C(5') i H-C(3)), 
6,89-6,85 (m, H-C(6')), 6,32 (d, J = 5,4, H-C(3')), 6,00-5,93 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 
3,87-3,84 (m, 2H, ArCH2-), 3,45-3,40 (m, 2H,ArNHCH2-), 3,17 (sept, 1H, J = 6,7, 
(CH3)2CH-N), 2,70-2,65 (m, 2H, ArCH2N(iPr)CH2-), 2,01 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 
1,89-1,83 (m, 2H, ArCH2N(iPr)CH2CH2-), 1,08 (d, 6H, J = 6,7, (CH3)2CH-N). 
13
C 
NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 151,89; 149,82; 149,07; 146,12; 139,80; 139,59; 134,53; 
128,42; 124,77; 124,40; 124,18; 123,14; 122,41; 122,11; 121,39; 117,19; 98,65; 49,40; 
49,15; 47,51; 41,74; 25,45; 17,57. HRMS: m/z 424,16183 odgovara molekulskoj 
formuli C24H26ClN3SH
+ (greška u ppm 2,25). Mikroanaliza (C24H26ClN3S×0,5H2O) 
izraĉunato: C, 66,57; H, 6,28; N, 9,70; S, 7,41; naĊeno: C, 66,94; H, 6,44; N, 9,54; S, 
6,95. HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,478 min, površina 95,72%; metoda 
B: RT 7,472 min, površina 95,45%. 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-[(5-fluor-1-benzotien-2-il)metil]butan-1,4-diamin (70).
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Jedinjenje 70 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 52 
(97,4 mg, 0,540 mmol), AQ4 (202,5 
mg, 0,8108 mmol), glac. AcOH (47 μL, 0,81 mmol), NaBH4 (122,7 mg, 3,243 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 128 mg (58%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, 
topi se na 105 – 106 ºC. IR (ATR): 3232sr, 3062sl, 2934sr, 2862sl, 1582j, 1545sr, 
1448sr, 1366sr, 1332sl, 1279sl, 1250sl, 1204sl, 1137sr, 1083sl, 952sl, 900sl, 864sr, 
802sr, 765sl, 675sl, 639sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,30 (d, J = 5,7, H-
C(2')), 8,07 (d, J = 9,2, H-C(5')), 7,77-7,72 (m, 2H, H-C(8') i H-C(7)), 7,40-7,35 (m, 
2H, H-C(6') i H-C(4)), 7,19-7,17 (m, H-C(3)), 7,05 (td, J1 = 2,5, J2 = 8,9, H-C(6)), 6,48 
(d, J = 5,7, H-C(3')), 4,05-4,03 (m, 2H, ArCH2NH-), 3,38-3,34 (m, 2H, ArNHCH2-), 
2,71 (t, 2H, J = 7,2, ArCH2NHCH2-), 1,83-1,75 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,72-1,65 (m, 
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2H, ArCH2NHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 162,27 (d, J = 238,3); 
152,87; 152,14; 149,39; 148,07; 142,35; 136,42; 127,35; 125,99; 124,58 (d, J = 9,9); 
124,35; 123,09 (d, J = 4,5); 118,72; 113,54 (d, J = 25,3); 109,50 (d, J = 23,5); 99,63; 
49,38; 43,81; 27,96; 27,07. HRMS: m/z 414,12065 odgovara molekulskoj formuli 
C22H21ClN3SFH
+ (greška u ppm 1,20). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 
7,750 min, površina 96,09%; metoda B: RT 7,897 min, površina 96,80%. 
 
N-[(5-fluor-1-benzotien-2-il)metil]-N'-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (71).
85
  
Jedinjenje 71 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 52 (90,0 
mg, 0,499 mmol), AQ8 (161,3 mg, 0,7492 
mmol), glac. AcOH (43 μL, 0,75 mmol), NaBH4 (113,4 mg, 2,996 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 8/2; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent 
EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 95/5 do 3/7). Prinos 101 mg (54%). Ulje, 
svetloţute boje. IR (ATR): 3435sl, 3266sr, 3117sl, 3063sr, 3012sl, 2933sr, 2858sr, 
1580j, 1541sr, 1495sl, 1443sr, 1396sl, 1374sl, 1341sr, 1282sl, 1255sl, 1223sl, 1206sl, 
1152sr, 1128sr, 952sl, 864sl, 803sl, 764sr, 737sl, 689sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,97 (d, J = 8,5, H-C(8')), 7,74 (d, J = 8,5, H-
C(5')), 7,69 (dd, J1 = 4,9, J2 = 8,8, H-C(7)), 7,63-7,58 (m, H-C(7')), 7,38-7,32 (m, 2H, 
H-C(4) i H-C(6')), 7,10 (s, H-C(3)), 7,07-7,01 (m, H-C(6)), 6,40 (d, J = 5,5, H-C(3')), 
5,48 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 4,09 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,37-3,31 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 2,78 (t, 2H, J = 6,8, ArCH2NHCH2-), 1,91-1,67 (m, 5H, 
ArCH2NHCH2CH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
160,82 (d, J = 239,2); 151,03; 149,74; 148,38; 147,99; 140,71 (d, J = 9,9); 134,87; 
129,89; 128,92; 124,46; 123,41 (d, J = 9,0); 120,91 (d, J = 4,5); 119,38; 118,75; 112,62 
(d, J = 25,3); 108,61 (d, J = 22,6); 98,67; 49,16; 48,51; 43,15; 27,66; 26,38. HRMS: m/z 
380,15894 odgovara molekulskoj formuli C22H22N3SFH
+ (greška u ppm -0,48); m/z 
190,58286 odgovara molekulskoj formuli C22H22N3SFH2
2+ (greška u ppm -1,77). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,950 min, površina 97,85%; metoda B: RT 7,746 
min, površina 97,41%. 
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N-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-[(5-fluor-1-benzotien-2-il)metil]heksan-1,6-diamin (72).
85
  
Jedinjenje 72 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 
52 (73,5 mg, 0,408 mmol), AQ6 
(169,9 mg, 0,6118 mmol), glac. 
AcOH (35 μL, 0,61 mmol), NaBH4 (92,6 mg, 2,45 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2; 
flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 106 mg (59%). Praškasta 
supstanca, bele boje, topi se na 71 – 74 ºC. IR (ATR): 3226sr, 3108sl, 3066sl, 3011sl, 
2929sr, 2888sl, 2855sl, 2832sl, 2774sl, 1733sl, 1700sl, 1652sl, 1581j, 1546sl, 1492sl, 
1472sl, 1443sr, 1370sl, 1331sl, 1298sl, 1255sl, 1208sl, 1166sl, 1130sl, 1085sl, 1028sl, 
974sl, 952sl, 906sl, 884sl, 863sl, 808sl, 777sl, 757sl, 736sl, 680sl, 647sl, 600sl cm
-1
. 
1
H 
NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,54-8,51 (m, H-C(2')), 7,98-7,94 (m, H-C(8')), 7,68 (dd, 
J1 = 4,8, J2 = 8,7, H-C(7)), 7,63 (d, J = 8.9, H-C(5')), 7,36-7,32 (m, 2H, H-C(4) i H-
C(6')), 7,09 (s, H-C(3)), 7,06-7,00 (m, H-C(6)), 6,40 (d, J = 5,5, H-C(3')), 4,98 (bs, H-N 
izmenjiv sa D2O), 4,06 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,33-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,70 (t, 2H, 
J = 7.0, ArCH2NHCH2-), 1,80-1,66 (m, 3H, ArNHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O), 
1,60-1,52 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,52-1,41 (m, 4H, ArCH2NHCH2CH2CH2CH2-
). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,78 (d, J = 239,2), 152,02; 149,66; 149,07; 
148,46; 140,74 (d, J = 9,0); 134,85 (d, J = 4,5); 128,81; 125,26; 123,36 (d, J = 9,9); 
120,76; 120,70 (d, J = 3,6); 117,06; 112,50 (d, J = 25,3); 108,54 (d, J = 23,5); 99,05; 
49,20; 49,02; 43,17; 29,91; 28,81; 27,00; 26,96. HRMS: m/z 442,15060 odgovara 
molekulskoj formuli C24H25ClN3SFH
+ (greška u ppm -1,93). HPLC ĉistoća (λ = 330 
nm): metoda A: RT 9,345 min, površina 99,36 %; metoda B: RT 8,823 min, površina 
99,17%. 
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N-(1-benzotien-3-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (74).
85
  
Jedinjenje 74 se sintetiše po opštem postupku K, 
korišćenjem 1-benzotiofen-3-karbaldehida (200,0 
mg, 1,233 mmol), AQ2 (410,0 mg, 1,850 mmol), 
glac. AcOH (100 μL, 2 mmol), NaBH4 (280 mg, 
7,4 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (30 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc = 1/1, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 7/3). Prinos 385,5 mg (85%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, 
topi se na 104 – 108 ºC. IR (ATR): 3324sl, 3219sr, 3063sr, 2967sl, 1583j, 1490sl, 
1454sr, 1427sr, 1372sl, 1334sl, 1281sl, 1242sl, 1211sl, 1167sl, 1136sl, 1078sl, 898sl, 
850sl, 797sl, 761sl, 731sr, 641sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,48 (d, J = 5,2, 
H-C(2')), 7,93-7,91 (m, H-C(8')), 7,91-7,85 (m, 2H-Ar), 7,41-7,34 (m, 3H-Ar), 7,30 (s, 
H-C(2)), 7,26-7,23 (m, H-C(6')), 6,31 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,79-5,73 (m, H-N izmenjiv 
sa D2O), 4,10 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,32-3,26 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,11-3,06 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2-), 1,75 (ps, H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
151,99; 149,71; 149,03; 140,86; 138,21; 134,69; 134,59; 128,58; 125,10; 124,51; 
124,08; 123,69; 123,07; 121,88; 121,23; 117,24; 99,11; 47,16; 46,78; 41,95. HRMS: 
m/z 368,09643 odgovara molekulskoj formuli C20H18ClN3SH
+ (greška u ppm -5,00). 
HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,402 min, površina 98,48%; metoda B: RT 
7,404 min, površina 98,45%. 
 
N-(1-benzotien-3-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (75).
85
  
Jedinjenje 75 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem 1-benzotiofen-3-karbaldehida 
(200,0 mg, 1,233 mmol), AQ3 (435,0 mg, 
1,850 mmol), glac. AcOH (100 μL, 2 mmol), 
NaBH4 (280 mg, 7,4 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (30 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent EtOAc/heksan gradijent od 1/1 do 
9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2; flash, Biotage SP1, NH kolona, 
eluent EtOAc/heksan gradijent od 7/3 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/9, MeOH, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 
95/5 do 7/3). Prinos 280 mg (60%). Praškasta supstanca, bledoţute boje, topi se na 122 
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– 123 ºC. IR (ATR): 3298sl, 3214sr, 3059sl, 2952sl, 2888sl, 2827sl, 1611sl, 1581j, 
1539sr, 1456sr, 1426sr, 1358sl, 1327sr, 1277sl, 1224sl, 1168sl, 1139sl, 1112sl, 1082sl, 
893sl, 848sl, 811sl, 764sr, 731sr, 636sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,48-8,43 
(m, H-C(2')), 7,93-7,90 (m, H-C(7)), 7,89-7,86 (m, H-C(8')), 7,80-7,77 (m, H-C(4)), 
7,42-7,33 (m, 3H, H-N izmenjiv sa D2O i H-C(5) i H-C(2)), 7,32-7,28 (m, 2H, H-C(6) i 
H-C(5')), 6,94-6,89 (m, H-C(6')), 6,27 (d, J = 5,4, H-C(3')), 4,11-4,07 (m, 2H, 
ArCH2NH-), 3,43-3,37 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,07-3,01 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,03-
1,92 (m, 3H, ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 151,85; 150,38; 148,84; 140,67; 138,12; 134,56; 134,45; 128,17; 124,79; 124,62; 
124,27; 123,49; 123,05; 121,88; 121,43; 117,33; 98,24; 49,41; 47,59; 43,81; 27,38. 
HRMS: m/z 382,11218 odgovara molekulskoj formuli C21H20ClN3SH
+ (greška u ppm -
4,57). Mikroanaliza (C21H20ClN3S) izraĉunato: C, 66,04; H, 5,28; N, 11,00; S, 8,40; 
naĊeno: C, 65,69; H, 5,54; N, 10,84; S, 8,00. HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: 
RT 8,487 min, površina 99,20%; metoda B: RT 7,438 min, površina 99,18%. 
 
N-(1-benzotien-3-ilmetil)-N'-(hinolin-4-il)propan-1,3-diamin (76).
85
  
Jedinjenje 76 se sintetiše po opštem postupku K, 
korišćenjem 1-benzotiofen-3-karbaldehida (115,6 
mg, 0,7126 mmol), AQ7 (215,2 mg, 1,069 
mmol), glac. AcOH (61 μL, 1,1 mmol), NaBH4 
(161,8 mg, 4,278 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent EtOAc/heksan=1/1, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 7/3). Prinos 177,1 mg (72%). Ulje, ţute boje. IR 
(film): 3750sl, 3673sl, 3648sl, 3447j, 2917sl, 2845sl, 1650sl, 1576sl, 1557sl, 1541sl, 
1458sl, 1433sl, 1397sl, 1370sl, 1338sl, 1132sl, 763sl, 732sl, 617sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, CDCl3-izmena sa D2O, δ): 8,51-8,48 (m, H-C(2')), 7,94-7,88 (m, 2H, H-C(7) i H-
C(8')), 7,84-7,80 (m, H-C(4)), 7,56-7,49 (m, 2H, H-C(5') i H-C(7')), 7,38-7,31 (m, 3H, 
H-C(6') i H-C(5) i H-C(2)), 7,14-7,09 (m, H-C(6)), 6,35-6,31 (m, H-C(3')), 4,10 (s, 2H, 
ArCH2NH-), 3,45-3,40 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,04-2,99 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,00-
1,93 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 150,66; 150,26; 
147,46; 140,68; 138,17; 134,49; 129,07; 128,85; 124,56; 124,41; 124,24; 123,47; 
123,02; 121,47; 120,28; 118,77; 97,92; 49,20; 47,64; 43,65; 27,57. HRMS: m/z 
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348,15179 odgovara molekulskoj formuli C21H21N3SH
+ (greška u ppm -3,18). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,708 min, površina 97,43%; metoda B: RT 7,815 
min, površina 97,16%. 
 
N-(1-benzotien-3-ilmetil)-N'-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (77=JK29).
85
  
Jedinjenje 77 (JK29) se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem 1-benzotiofen-3-
karbaldehida (80,0 mg, 0,493 mmol), AQ4 
(184,7 mg, 0,7398 mmol), glac. AcOH (42 
μL, 0,74 mmol), NaBH4 (111,9 mg, 2,959 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent 
EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 95/5 do 7/3). Prinos 115 mg (59%). Praškasta 
supstanca, bledoţute boje, topi se na 82 – 85 ºC. IR (ATR): 3304sl, 3220sl, 3056sl, 
2927sl, 2851sl, 2817sl, 1582j, 1540sr, 1459sr, 1427sl, 1365sl, 1327sl, 1276sl, 1255sl, 
1228sl, 1164sl, 1136sl, 1079sl, 1022sl, 898sl, 864sl, 835sl, 749sl, 724sl, 638sl cm
-1
. 
1
H 
NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,49 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,93-7,90 (m, H-C(8')), 7,89-
7,85 (m, H-C(7)), 7,82-7,78 (m, H-C(4)), 7,58 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,39-7,33 (m, 2H, 
H-C(5) i H-C(6)), 7,30 (s, H-C(2)), 7,14-7,09 (m, H-C(6')), 6,34 (d, J = 5,4, H-C(3')), 
5,83 (bs, H-N izmenjiv sa D2O), 4,08-4,04 (m, 2H, ArCH2NH-), 3,32-3,26 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 2,81 (t, 2H, J = 6,6, ArCH2NHCH2-), 1,92-1,84 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 
1,80 (bs, H-N izmenjiv sa D2O), 1,75-1,68 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 151,95; 149,94; 149,00; 140,70; 138,20; 134,83; 134,71; 128,55; 
124,98; 124,47; 124,08; 123,01; 122,97; 121,54; 121,20; 117,20; 98,84; 48,88; 47,59; 
43,14; 27,68; 26,30. HRMS: m/z 396,12784 odgovara molekulskoj formuli 
C22H22ClN3SH
+ (greška u ppm -4,38). HPLC ĉistoća (λ = 254 nm) metoda A: RT 8,153 
min, površina 97,42%; (λ = 330 nm) metoda B: RT 7,519 min, površina 97,71%. 
 
N-(1-benzotien-3-ilmetil)-N'-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (78).
85
  
Jedinjenje 78 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem 1-benzotiofen-3-karbaldehida 
(80,0 mg, 0,493 mmol), AQ8 (159,3 mg, 
0,7398 mmol), glac. AcOH (42 μL, 0,74 
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mmol), NaBH4 (111,9 mg, 2,959 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent EtOAc/heksan gradijent od 
2/8 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent 95/5 → 1/9; flash, Biotage SP1, NH kolona, 
eluent EtOAc/heksan gradijent od 7/3 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/9, MeOH). Prinos 101 mg (57%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3307sr, 3077sr, 
2935sr, 2859sr, 2818sr, 1585j, 1547sr, 1500sl, 1442sr, 1401sl, 1376sl, 1343sl, 1283sl, 
1257sl, 1226sl, 1130sl, 1035sr, 809sl, 766sr, 733sl, 652sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 8,31 (d, J = 5,4, H-C(2')), 8,08-8,04 (m, H-C(8')), 7,86-7,83 (m, H-C(7)), 
7,82-7,79 (m, H-C(4)), 7,79-7,77 (m, H-C(5')), 7,62-7,58 (m, H-C(7')), 7,42 (ps, H-
C(2)), 7,41-7,30 (m, 3H, H-C(5) i H-C(6) i H-C(6')), 6,46 (d, J = 5,7, H-C(3')), 4,01-
3,99 (m, 2H, ArCH2NH-), 3,36 (t, 2H, J = 6,9, ArNHCH2-), 2,73 (t, 2H, J = 7,2, 
ArCH2NHCH2-), 1,82-1,74 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,73-1,65 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 152,69; 151,12; 148,80; 141,93; 
139,68; 135,53; 130,46; 128,69; 125,55; 125,46; 125,13; 124,54; 123,76; 122,57; 
122,20; 120,26; 99,14; 49,96; 47,56; 43,76; 28,02; 27,21. HRMS: m/z 362,16853 
odgovara molekulskoj formuli C22H23N3SH
+ (greška u ppm -0,05). HPLC ĉistoća (λ = 
330 nm): metoda A: RT 8,366 min, površina 97,01%; metoda B: RT 7,416 min, 
površina 96,78%. 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-[(5-fluor-1-benzotien-3-il)metil]propan-1,3-diamin (79).
85
  
Jedinjenje 79 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem aldehida 53 (180,0 mg, 0,9989 
mmol), AQ3 (353,2 mg, 1,498 mmol), glac. 
AcOH (85 μL, 1,5 mmol), NaBH4 (226,7 mg, 
5,993 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc=1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 
95/5 do 4/6; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 
9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 
kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 95/5 do 7/3). Prinos 269 mg 
(67%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 133 – 134 ºC. IR (ATR): 3240sr, 
3060sl, 2953sr, 2852sl, 1607sr, 1579j, 1535sr, 1435sr, 1360sl, 1329sr, 1279sl, 1251sl, 
1230sl, 1205sl, 1137sl, 1104sl, 1082sl, 913sl, 850sl, 800sl, 761sl, 718sl, 665sl, 642sl 
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cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,50-8,47 (m, H-C(2')), 7,90-7,88 (m, H-C(8')), 
7.83 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,9, H-C(7)), 7,48-7,44 (m, H-C(4)), 7,43 (s, H-C(2)), 7,35 (d, J 
= 9,0, H-C(5')), 7,17-7,09 (m, H-C(6) i H-N izmenjiv sa D2O), 7,01-6,97 (m, H-C(6')), 
6,32 (d, J = 5,5, H-C(3')), 4,06 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,46-3,40 (m, 2H, ArNHCH2-), 
3,07-3,03 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,02-1,95 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,69 (bs, 
H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,88 (d, J = 240,1); 152,04; 
150,24; 149,05; 139,37 (d, J = 9,0); 135,98; 134,57; 134,37 (d, J = 4,5); 128,48; 125,89; 
124,81; 124,17 (d, J = 9,9); 121,61; 117,36; 113,51 (d, J = 25,3); 107,28 (d, J = 22,6); 
98,39; 49,36; 47,64; 43,68; 27,60. HRMS: m/z 400,10388 odgovara molekulskoj 
formuli C21H19ClFN3SH
+ (greška u ppm -1,56). Mikroanaliza (C21H19ClFN3S) 
izraĉunato: C, 63,07; H, 4,79; N, 10,51; S, 8,02; naĊeno: C, 63,09; H, 4,77; N, 10,30; S, 
7,72. HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,998 min, površina 98,73%; metoda 
B: RT 8,544 min, površina 99,17%. 
 
N-(7-Hlorhinolin-4-il)-N'-[(6-fluor-1-benzotien-3-il)metil]propan-1,3-diamin (80).
85
  
Jedinjenje 80 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 54 (160,0 
mg, 0,8879 mmol), AQ3 (313,9 mg, 1,3318 
mmol), glac. AcOH (75 μL, 1,3 mmol), 
NaBH4 (201,5 mg, 5,327 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc=1/9, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 4/6; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent 
EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do1/9, 
MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 
95/5 do 3/7). Prinos 194 mg (54%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 149 – 150 
ºC. IR (ATR): 3433sl, 3294sr, 3210sr, 3067sr, 3015sr, 2927sr, 2853sr, 1606sr, 1581j, 
1539sr, 1466sr, 1430sr, 1369sr, 1330sr, 1282sl, 1251sr, 1208sr, 1168sl, 1139sr, 1109sl, 
1080sl, 896sr, 854sr, 807sr, 761sl, 737sl, 683sl, 646sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, 
δ): 8,51-8,46 (m, H-C(2')), 7,90 (ps, H-C(8')), 7,74-7,70 (m, H-C(4)), 7,60-7,57 (m, H-
C(7)), 7,35 (d, J = 8,7, H-C(5')), 7,30 (s, H-C(2)), 7,22 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 7,07-
7,02 (m, H-C(5)), 7,01-6,96 (m, H-C(6')), 6,31 (d, J = 5,3, H-C(3')), 4,08 (s, 2H, 
ArCH2NH-), 3,45-3,40 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,07-3,02 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,01-
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1,95 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,76 (ps, H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 160,70 (d, J = 243,7); 151,97; 150,31; 148,92; 141,61 (d, J = 9,9); 
134,71; 134,12; 128,39; 124,83; 122,97 (d, J = 3,6); 122,46 (d, J = 9,0); 121,70; 117,33; 
113,28 (d, J = 23,5); 109,07 (d, J = 25,3); 98,36; 49,37; 47,69; 43,75; 27,52. HRMS: 
m/z 400,10427 odgovara molekulskoj formuli C21H19ClFN3SH
+ (greška u ppm -0,56). 
HPLC ĉistoća (λ = 330 nm) metoda A: RT 9,049 min, površina 95,99 %; (λ = 254 nm) 
metoda B: RT 7,455 min, površina 97,07 %. 
 
N-[(6-fluor-1-benzotien-3-il)metil]-N'-(hinolin-4-il)propan-1,3-diamin (81). 
Jedinjenje 81 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem aldehida 54 (164,3 mg, 0,9117 
mmol), AQ7 (275,3 mg, 1,368 mmol), glac. 
AcOH (78 μL, 1,4 mmol), NaBH4 (206,9 mg, 
5,471 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 4/6; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent 
EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, 
MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 
95/5 do 3/7). Prinos 165 mg (50%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3252sr, 3072sr, 2925sr, 
2850sr, 2359sl, 1583j, 1539sr, 1466sr, 1398sl, 1372sl, 1338sl, 1283sl, 1252sl, 1210sl, 
1132sl, 1051sl, 895sl, 851sl, 811sl, 765sl, 736sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 
8,53-8,48 (m, H-C(2')), 7,93 (d, J = 8,6, H-C(8')), 7,76-7,71 (m, H-C(4)), 7,58-7,52 (m, 
2H, H-C(7)) i H-C(7')), 7,50 (d, J = 8,2, H-C(5’)), 7,29 (s, H-C(2)), 7,15-7,09 (m, H-
C(6')), 7,09-6,98 (m, H-C(5) i H-N izmenjiv sa D2O), 6,34-6,31 (m, H-C(3')), 4,07 (s, 
2H, ArCH2-), 3,45-3,39 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,04-2,98 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,05-
1,90 (m, 3H, ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 160,64 (d, J = 243,2); 150,82; 150,30; 148,09; 141,56 (d, J = 9,6); 134,75; 134,20; 
129,41; 128,88; 124,24; 122,89 (d, J = 3,5); 122,54 (d, J = 8,8); 120,06; 118,87; 113,20 
(d, J = 24,5); 108,97 (d, J = 25,4); 98,10; 49,17; 47,75; 43,49; 27,74. HRMS: m/z 
366,14294 odgovara molekulskoj formuli C21H20FN3SH
+ (greška u ppm -1,45). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,353, površina 98,30%; metoda B: RT 7,413, 
površina 95,19%. 
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N-(7-Hlorhinolin-4-il)-N'-[(5-fluor-1-benzotien-3-il)metil]butan-1,4-diamin (82).
85
  
Jedinjenje 82 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 53 (181,1 
mg, 1,005 mmol), AQ4 (376,0 mg, 1,507 
mmol), glac. AcOH (85 μL, 1,5 mmol), 
NaBH4 (228,1 mg, 6,030 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc=1/9, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent 
EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do1/9, 
MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) gradijent od 
95/5 do 1/1). Prinos 251 mg (60%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 110 – 113 
ºC. IR (ATR): 3228sr, 3063sl, 2945sr, 2855sl, 2810sl, 1579j, 1543sr, 1490sl, 1433sr, 
1366sl, 1330sl, 1279sl, 1245sl, 1225sl, 1196sl, 1161sl, 1134sl, 1078sl, 954sl, 898sl, 
854sl, 806sl, 782sl, 640sl, 619sl, 543sl, 483sl, 452sl, 423sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 8,50 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,94-7,91 (m, H-C(8')), 7,77 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,7, 
H-C(7)), 7,59 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,51-7,46 (m, H-C(4)), 7,38 (s, H-C(2)), 7,19-7,14 
(m, H-C(6')), 7,14-7,07 (m, H-C(6)), 6,36 (d, J = 5,3, H-C(3')), 5,65 (ps, H-N izmenjiv 
sa D2O), 4,00 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,33-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,80 (t, J = 6,6, 2H, 
ArCH2NHCH2-), 1,92-1,83 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,76-1,58 (m, 3H, 
ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,74 
(d, J = 240,1); 152,02; 149,82; 149,08; 139,46 (d, J = 9,0); 135,97; 134,79 (d, J = 3,6); 
134,71; 128,68; 125,43; 125,02; 123,98 (d, J = 9,0); 121,05; 117,18; 113,29 (d, J = 
24,4); 107,47 (d, J = 22,6); 98,91; 48,99; 47,67; 43,14; 27,69; 26,40. HRMS: m/z 
414,11939 odgovara molekulskoj formuli C22H21ClFN3SH
+ (greška u ppm -1,85). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm) metoda A: RT 9,136 min, površina 99,72%; (λ = 254 nm) metoda 
B: RT 7,522 min, površina 95,22%. 
 
N-[(5-fluor-1-benzotien-3-il)metil]-N'-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (83). 
Jedinjenje 83 se sintetiše po opštem postupku K, 
korišćenjem aldehida 53 (90,0 mg, 0,499 mmol), 
AQ8 (161,3 mg, 0,7492 mmol), glac. AcOH (43 
μL, 0,75 mmol), NaBH4 (113,4 mg, 2,997 mmol) 
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i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 8/2; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent 
od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do1/9, MeOH). Prinos 112 mg 
(59%). Ulje, svetloţute boje. IR (ATR): 3649sl, 3566sl, 3255sr, 3074sr, 2933sr, 2858sr, 
1582j, 1541sr, 1438sr, 1396sl, 1374sl, 1342sr, 1249sl, 1198sl, 1130sl, 1082sl, 1035sl, 
914sl, 855sl, 808sl, 765sl, 736sl, 647sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 
5,2, H-C(2')), 7,97-7,94 (m, H-C(8')), 7,76 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,7, H-C(7)), 7,71-7,68 (m, 
H-C(5')), 7,60-7,55 (m, H-C(7')), 7,52-7,47 (m, H-C(4)), 7,37 (s, H-C(2)), 7,30-7,25 (m, 
H-C(6')), 7,13-7,07 (m, H-C(6)), 6,37 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,55 (ps, H-N izmenjiv sa 
D2O), 4,01-3,97 (m, 2H, ArCH2-), 3,33-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,78 (t, J = 6,9, 2H, 
ArCH2NHCH2-), 1,89-1,81 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,80-1,66 (m, 3H, H-N izmenjiv 
sa D2O i ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 160,70 (d, J = 240,1); 
150,97; 149,75; 148,33; 139.49 (d, J = 9,0); 135,94; 134,89 (d, J = 4,5); 129,78; 128,87; 
125,33; 124,38; 123,92 (d, J = 9,0); 119,40; 118,74; 113,20 (d, J = 25,3); 107,50 (d, J = 
23,5); 98,60; 49,02; 47,67; 43,07; 27,68; 26,42. HRMS: m/z 190,58320 odgovara 
molekulskoj formuli C22H22N3SFH2
2+ (greška u ppm 0,00); m/z 380,15904 odgovara 
molekulskoj formuli C22H22N3SFH
+ (greška u ppm -0,21). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 10,817, površina 98,73%; metoda B: RT 8,234, površina 97,72%. 
 
3-[({3-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]propil}amino)metil]-1-benzotiofen-5-karbonitril 
(84).
85
  
Jedinjenje 84 se sintetiše po opštem postupku 
K, korišćenjem aldehida 55 (79,6 mg, 0,425 
mmol), AQ3 (150,3 mg, 0,6378 mmol), glac. 
AcOH (36 μL, 0,64 mmol), NaBH4 (96,5 mg, 
2,55 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 124 mg (72%). Praškasta supstanca, 
bele boje, topi se na 129 – 130 ºC. IR (ATR): 3215sr, 3061sr, 3013sr, 2965sr, 2838sr, 
2225sr, 1581j, 1439sr, 1367sl, 1282sl, 1261sl, 1235sl, 1137sl, 1079sl, 897sl, 851sl, 
801sl, 768sl, 735sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,49 (d, J = 5,2, H-C(2')), 
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8,14-8,12 (m, H-C(4)), 7,97-7,94 (m, H-C(7)), 7,90-7,87 (m, H-C(8')), 7,55-7,52 (m, H-
C(6)), 7,49 (s, H-C(2)), 7.35 (d, J = 8,8, H-C(5')), 7,02-6,99 (m, H-C(6')), 6,82 (s, H-N 
izmenjiv sa D2O), 6,32 (d, J = 5,2, H-C(3’)), 4,11-4,09 (m, 2H, ArCH2NH-), 3,45-3,39 
(m, 2H, ArNHCH2-), 3,05-3,01 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,02-1,95 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2CH2-), 1,82 (ps, H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
152,07; 150,04; 149,03; 144,77; 138,13; 134,84; 134,50; 128,56; 126,43; 126,36; 
125,80; 124,74; 123,90; 121,38; 119,19; 117,28; 107,95; 98,55; 49,06; 47,41; 43,26; 
27,79. HRMS: m/z 407,10826 odgovara molekulskoj formuli C22H19ClN4SH
+ (greška u 
ppm -2,23). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm) metoda A: RT 8,036 min, površina 98,36%; (λ 
= 254 nm) metoda C: RT 5,223 min, površina 97,09%. 
 
3-[({3-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]propil}amino)metil]-1-benzotiofen-6-karbonitril 
(85).
85
  
Jedinjenje 85 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 56 
(58,5 mg, 0,312 mmol), AQ3 (110,5 mg, 
0,4687 mmol), glac. AcOH (27 μL, 0,47 
mmol), NaBH4 (70,9 mg, 1,87 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 
1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 75/25; flash, Biotage SP1, NH 
kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent 
od 95/5 do1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) 
gradijent od 95/5 do 1/1). Prinos 70,3 mg (55%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se 
na 48 – 50 ºC. IR (film): 3256sr, 3058sr, 2945sr, 2849sr, 2226sr, 1916sl, 1610sr, 1581j, 
1537sr, 1454sr, 1429sr, 1367sr, 1331sr, 1281sl, 1264sl, 1242sl, 1199sl, 1169sl, 1139sr, 
1078sl, 1052sl, 899sl, 878sr, 851sr, 818sr, 766sl, 736j, 702sl, 646sl, 606sl, 503sl, 458sl, 
432sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,52-8,47 (m, H-C(2')), 8,22-8,19 (m, H-
C(7)), 7,92-7,89 (m, H-C(8')), 7,86 (d, J = 8,4, H-C(4)), 7,61 (s, H-C(2)), 7,51-7,47 (m, 
H-C(5)), 7,37-7,32 (m, H-C(5')), 7.05-6.85 (m, 2H, H-C(6') i H-N izmenjiv sa D2O), 
6,33-6,30 (m, H-C(3')), 4,12 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,45-3,39 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,06-
3,01 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,02-1,96 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,77 (ps, H-N 
izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 152,04; 150,13; 149,89; 141,01; 
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140,55; 134,97; 133,95; 128,99; 128,07; 127,62; 126,84; 124,79; 122,37; 121,46; 
118,98; 117,26; 107,98; 98,48; 49,22; 47,42; 43,50. HRMS: m/z 407,10922 odgovara 
molekulskoj formuli C22H19ClN4SH
+ (greška u ppm 0,13). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 8,763 min, površina 96,57 %; metoda B: RT 7,719 min, površina 
97,71%. 
 
3-[({4-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]butil}amino)metil]-1-benzotiofen-5-karbonitril 
(86).
85
  
Jedinjenje 86 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 55 (117,9 
mg, 0,6297 mmol), AQ4 (235,9 mg, 0,9446 
mmol), glac. AcOH (54 μL, 0,94 mmol), 
NaBH4 (142,9 mg, 3,778 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 
1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2; flash, Biotage SP1, NH kolona, 
eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/9, MeOH). Prinos 137 mg (52%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 112 – 
113 ºC. IR (ATR): 3309sr, 3270sl, 3106sl, 3054sl, 3005sl, 2972sl, 2944sl, 2875sl, 
2840sl, 2227sr, 1613sl, 1579j, 1545sr, 1455sl, 1432sl, 1367sl, 1332sl, 1308sl, 1277sl, 
1240sl, 1203sl, 1140sl, 1108sl, 1085sl, 1047sl, 925sl, 895sl, 865sl, 846sl, 803sr, 761sl, 
743sl, 677sl, 627sl, 602sl, 567sl, 542sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3 + CD3OD, δ): 
8,55-8,49 (m, H-C(2')), 8,22 (s, H-C(4)), 7,96-7,91 (m, H-C(7) i H-C(8')), 7,60 (d, J = 
9,0, H-C(5')), 7,56-7,52 (m, H-C(6)), 7,45 (ps, H-C(2)), 7,25-7,20 (m, H-C(6')), 6,38 (d, 
J = 5,4, H-C(3')), 5,44 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 4,07 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,35-3,30 
(m, 2H, ArNHCH2-), 2,82 (t, 2H, J = 6,8, ArCH2NHCH2-), 1,93-1,85 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-), 1,77-1,70 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,60 (ps, H-N izmenjiv sa 
D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3 + CD3OD, δ): 151,14; 150,49; 148,18; 144,82; 
138,05; 135,08; 134,46; 127,20; 126,38; 126,20; 125,83; 125,06; 123,78; 121,68; 
119,28; 117,05; 107,41; 98,48; 46,91; 42,72; 27,18; 26,01. HRMS: m/z 421,12435 
odgovara molekulskoj formuli C23H21ClN4SH
+ (greška u ppm -1,11); m/z 211,06568 
odgovara molekulskoj formuli C23H21ClN4SH2
2+ (greška u ppm -1,76). HPLC ĉistoća (λ 
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= 330 nm): metoda A: RT 8,920 min, površina 99,20%; metoda B: RT 8,539 min, 
površina 96,73%. 
 
3-[({4-[(7-Hlorhinolin-4-il)amino]butil}amino)metil]-1-benzotiofen-6-karbonitril 
(87).
85
  
Jedinjenje 87 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 56 
(62,7 mg, 0,335 mmol), AQ4 (125,4 
mg, 0,5024 mmol), glac. AcOH (29 μL, 
0,50 mmol), NaBH4 (76,0 mg, 2,01 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 
1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 88,2 mg (65%). 
Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 62–65 ºC. IR (ATR): 3296sr, 3125sr, 3052sr, 
2938j, 2863sr, 2821sr, 2222sr, 1611sr, 1580j, 1538sr, 1455sr, 1371sr, 1326sr, 1282sl, 
1256sl, 1199sl, 1139sl, 1080sl, 1022sr, 907sl, 874sl, 855sl, 823sr, 800sr, 606sl cm
-1
. 
1
H 
NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,53-8,50 (m, H-C(2')), 8,20-8,17 (m, H-C(7)), 7,95-7,93 
(m, H-C(8')), 7,91 (d, J = 8,2, H-C(4)), 7,61-7,56 (m, 3H, H-C(2) i H-C(5) i H-C(5')), 
7,23-7,18 (m, H-C(6')), 6,38 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,48 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 4,10-
4,05 (m, 2H, ArCH2NH-), 3,36-3,29 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,81 (t, 2H, J = 6,8, 
ArCH2NHCH2-), 1,92-1,84 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,77-1,69 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2CH2-), 1,64 (ps, H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3 + 
CD3OD, δ): 151,02; 150,48; 148,03; 141,02; 140,46; 135,18; 134,62; 128,12; 127,54; 
127,26; 126,65; 125,15; 122,31; 121,62; 119,04; 116,99; 107,52; 98,53; 48,88; 46,92; 
42,78; 27,21; 26,02. HRMS: m/z 421,12558 odgovara molekulskoj formuli 
C23H21ClN4SH
+ (greška u ppm 1,81). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm) metoda A: RT 10,621 
min, površina 98,74%; (λ = 254 nm) metoda B: RT 7,777 min, površina 95,86%. 
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N-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]propan-1,3-diamin 
(88). 
Jedinjenje 88 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(118 mg, 0,460 mmol), AQ3 (162,8 
mg, 0,6906 mmol), glac. AcOH (40 
μL, 0,7 mmol), NaBH4 (104,5 mg, 
2,762 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na 
stubu (flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, 
EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1, MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 
kolona, eluent CH2Cl2/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 95/5 do 3/7). Prinos 156,5 mg 
(71%). Pena, bledoţute boje, topi se na 39 – 40 ºC. IR (ATR): 3239sl, 3062sl, 2935sl, 
2844sl, 1583j, 1537sr, 1492sl, 1437sr, 1368sl, 1332sl, 1282sl, 1251sl, 1197sl, 1138sl, 
1114sl, 883sl, 853sl, 806sr, 784sl, 650sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3): 8,50 (d, J = 
5,3, H-C(2')), 7,92-7,90 (m, H-C(8')), 7,84 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,9, H-C(7)), 7,59-7,53 (m, 
5H, 2H-Ar, H-C(4), H-C(5') i H-N izmenjiv sa D2O), 7,50 (s, H-C(2)), 7,48-7,44 (m, 
2H-Ar), 7,19-7,11 (m, 2H, H-C(6) i H-C(6')), 6,32 (d, J = 5,2, H-C(3')), 3,92 (s, 2H, 
ArCH2NH-), 3,45-3,40 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,05-3,01 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,02-
1,95 (m, 2H ArCH2NHCH2CH2-), 1,86 (ps, H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3): 161,13 (d, J = 240,7); 152,13; 150,40; 149,15; 139,14; 138,98; 137,37 
(d, J = 4,7); 136,03; 134,70; 134,58; 128,83; 128,74; 128,53; 125,86; 124,79; 124,05 (d, 
J = 8,5); 122,04; 117,50; 113,40 (d, J = 25,6); 108,45 (d, J = 23,7); 98,32; 54,01; 49,32; 
43,97; 27,45. HRMS: m/z 476,13504 odgovara molekulskoj formuli C27H23ClN3SFH
+ 
(greška u ppm -1,60), m/z 238,57136 odgovara molekulskoj formuli C27H23ClN3SFH2
2+ 
(greška u ppm -0,75). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 330 nm): RT 9,741, površina 
96,57%; metoda C (λ = 254 nm): RT 5,816, površina 95,63%. 
 
 
 
 
 
 
S
F
N
H
N
H
N
Cl
167 
 
N-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N'-hinolin-4-ilpropan-1,3-diamin (89). 
Jedinjenje 89 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(65,3 mg, 0,255 mmol), AQ7 (76,9 mg, 
0,382 mmol), glac. AcOH (22 μL, 0,38 
mmol), NaBH4 (57,8 mg, 1,53 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 4/6). Prinos 66,2 mg (59%). Pena, bledoţute boje, topi se na 37 – 
40 ºC. IR (ATR): 3648sl, 3254sr, 3063sr, 2927sr, 2849sr, 1720sl, 1583j, 1542sr, 1495sl, 
1438sr, 1401sl, 1371sl, 1338sl, 1255sl, 1196sl, 1132sl, 884sl, 863sl, 808sl, 766sr, 737sr, 
651sl, 542sl, 432sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,96 
(d, J = 7,8, H-C(8')), 7,84 (dd, J1 = 4,9, J2 = 8,8, H-C(7)), 7,71-7,67 (m, H-C(4)), 7,59-
7,53 (m, 4H-Ar), 7,50-7,46 (m, 3H-Ar), 7,26-7,22 (m, H-C(6')), 7,18-7,12 (m, H-C(6)), 
6,35 (d, J = 5,5, H-C(3')), 3,92 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,47-3,42 (m, 2H, ArNHCH2-), 
3,05-3,00 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,64 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 2,03-1,96 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,13 (d, J = 240,1); 150,72; 
150,50; 147,71; 139,18; 139,05 (d, J = 9.0), 137,48 (d, J = 4,5); 136,01; 134,62; 129,09; 
128,91; 128,70; 125,77; 124,34; 124,05 (d, J = 9,0); 120,47; 118,92; 113,39 (d, J = 
25,3); 108,48 (d, J = 23,5), 98,00; 54,07; 49,24; 43,87; 27,60. HRMS: m/z 221,59133 
odgovara molekulskoj formuli C27H24N3SFH2
2+ (greška u ppm 1,38); m/z 442,17549 
odgovara molekulskoj formuli C27H24N3SFH
+ (greška u ppm 1,61). HPLC ĉistoća: 
metoda A (λ = 330 nm): RT 11,323, površina 96,48%; metoda B (λ = 254 nm): RT 
7,986, površina 95,32%. 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)-N'-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]butan-1,4-diamin (90). 
Jedinjenje 90 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 
57 (93,2 mg, 0,364 mmol), AQ4 
(136,3 mg, 0,5458 mmol), glac. 
AcOH (31 μL, 0,54 mmol), NaBH4 (82,6 mg, 2,18 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, 
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heksan/EtOAc 1/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 3/7, MeOH). Prinos 
99,1 mg (56%). Pena, bele boje, omekšava na 112 – 114 ºC. IR (ATR): 3266sr, 3068sr, 
2932sr, 2854sr, 2565sl, 1608sr, 1578j, 1535sr, 1490sl, 1471sl, 1435sr, 1367sr, 1331sr, 
1280sl, 1249sr, 1195sr, 1135sl, 1114sl, 1060sl, 1019sl, 970sl, 902sl, 881sl, 850sl, 804sl, 
781sl, 735sl, 647sl, 619sl, 570sl, 543sl, 517sl, 430sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3): 
8,51 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,94-7,92 (m, H-C(8')), 7,85-7,80 (m, H-C(7)), 7,66-7,62 (m, 
H-C(5')), 7,58-7,50 (m, 3H, 2H-Ar i H-C(4)), 7,48-7,42 (m, 3H, 2H-Ar i H-C(2)), 7,23-
7,19 (m, H-C(6')), 7,17-7,12 (m, H-C(6)), 6,38 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,88 (s, H-N 
izmenjiv sa D2O), 3,90 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,35-3,29 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,82-2,77 
(m, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,94-1,87 (m, 2H ArNHCH2CH2-), 1,78-1,60 (m, 3H, 
ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3): 161,09 (d, J 
= 241,0); 152,07; 149,90; 149,16; 139,64; 139,06 (d, J = 9,9); 137,52 (d, J = 3,6); 
135,98; 134,70; 134,37; 128,73; 128,61; 128,52; 125,68; 125,00; 124,00 (d, J = 9,0); 
121,26; 117,25; 113,32 (d, J = 25,3); 108,48 (d, J = 24,4); 98,89; 53,68; 48,68; 43,21; 
27,77; 26,37. HRMS: m/z 490,15075 odgovara molekulskoj formuli C28H25ClN3SFH
+ 
(greška u ppm -1,43). HPLC ĉistoća (λ = 254 nm): metoda D: RT 10,920, površina 
96,15%; metoda E: RT 9,897, površina 96,40%. 
 
N-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N'-hinolin-4-ilbutan-1,4-diamin (91).
132
  
Jedinjenje 91 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(158 mg, 0,615 mmol), AQ8 (199 mg, 
0,923 mmol), glac. AcOH (53 μL, 0,92 
mmol), NaBH4 (139,6 mg, 3,690 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 
1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 4/6; flash, Biotage SP1, NH 
kolona, eluent CH2Cl2/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH gradijent 
od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 140 mg (50%). Ulje, bledoţute boje. IR (ATR): 3241sl, 
3067sl, 2929sl, 2855sl, 1579j, 1538sr, 1494sl, 1437sr, 1398sl, 1373sl, 1339sl, 1251sl, 
1194sl, 1126sl, 763sl, 650sl, 542sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,55 (d, J = 5,2, 
H-C(2')), 7,99-7,95 (m, H-C(8')), 7,83 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,7, H-C(7)), 7,75-7,72 (m, H-
C(5')), 7,62-7,57 (m, H-C(7')), 7,57-7,54 (m, H-C(4)), 7,54-7,50 (m, 2H-Ar), 7,47-7,43 
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(m, 3H, 2H-Ar i H-C(2)), 7,35-7,31 (m, H-C(6')), 7,17-7,12 (m, H-C(6)), 6,41 (d, J = 
5,5, H-C(3')), 5,69 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,90 (s, 2H, ArCH2-), 3,38-3,32 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 2,80 (t, 2H, J = 6,8, ArCH2NHCH2-), 1,94-1,87 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 
1,78-1,63 (m, 3H, ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O).
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 161,10 (d, J = 240,1); 151,02; 149,84; 148,38; 139,80; 139,09 (d, J = 9,5); 
137,59 (d, J = 4,5); 135,98; 134,30; 129,87; 128,92; 128,58; 128,56; 125,62; 124,41; 
123,99 (d, J = 9,5); 119,51; 118,80; 113,33 (d, J = 25,3); 108,51 (d, J = 23,5); 98,64; 
53,72; 48,76; 43,20; 27,79; 26,47. HRMS: m/z 456,19032 odgovara molekulskoj 
formuli C28H26N3SFH
+ (greška u ppm -0,22). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 250 nm): 
RT 12,236, površina 95,18%; metoda B (λ = 330 nm): RT 7,869, površina 98,42%. 
N
4
-(7-hlorhinolin-4-il)-N
1
-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]pentan-1,4-diamin 
(92). 
Jedinjenje 92 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(61,5 mg, 0,240 mmol), N
4
-(7-
hlorohinolin-4-il)pentan-1,4-diamin 147 
(94,9 mg, 0,360 mmol), glac. AcOH (21 
μL, 0,36 mmol), NaBH4 (54,5 mg, 1,44 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (15 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 6/4). Prinos 79,4 
mg (66%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 44 – 47 ºC. IR (ATR): 3247sl, 
3074sl, 2929sl, 2858sl, 1607sr, 1576j, 1536sl, 1491sl, 1441sr, 1375sl, 1334sl, 1252sl, 
1197sl, 1142sl, 882sl, 810sl, 649sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,2, 
H-C(2')), 7,95-7,92 (m, H-C(8')), 7,83 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,8, H-C(7)), 7,64 (d, J = 9,2, 
H-C(5')), 7,58-7,54 (m, H-C(4)), 7,53; 7,44 (ABq, JAB = 8,2, 4H-Ar), 7,46 (s, H-C(2)), 
7,28-7,24 (m, H-C(6’)), 7,15 (td, J1 = 2,6, J2 = 8,6, H-C(6)), 6,41 (d, J = 5,5, H-C(3')), 
5,36-5,29 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 3,86 (s, 2H, ArCH2-), 3,77-3,68 (m, 1H, 
ArNHCH(CH3)-), 2,77-2,71 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,86-1,47 (m, 5H, 
ArNHCH(CH3)CH2- i ArNHCH(CH3)CH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O), 1,33 (d, J = 
6,4, 3H, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,08 (d, J = 240,1); 
152,00; 149,35; 148,98; 139,79; 139,08 (d, J = 9,0); 137,56 (d, J = 3,6); 135,98; 134,73; 
134,30; 128,82; 128,56; 128,54; 125,63; 125,00; 123,98 (d, J = 9,0); 121,05; 117,27; 
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113,31 (d, J = 25,3); 108,49 (d, J = 23,5); 99,17; 53,75; 49,00; 48,30; 34,14; 26,47; 
20,24. HRMS: m/z 252,58726 odgovara molekulskoj formuli C29H27ClN3SFH2
2+ (greška 
u ppm 0,26); m/z 504,16695 odgovara molekulskoj formuli C29H27ClN3SFH
+ (greška u 
ppm -0,30). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 330 nm): RT 9,825, površina 97,97%; 
metoda B (λ = 254 nm): RT 8,027, površina 96,12%. 
 
N
1
-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N
4
-hinolin-4-ilpentan-1,4-diamin (93).  
Jedinjenje 93 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 57 
(94,2 mg, 0,368 mmol), N
4
-(hinolin-4-
il)pentan-1,4-diamin 146 (126,4 mg, 
0,5513 mmol), glac. AcOH (30 μL, 0,5 mmol), NaBH4 (83,4 mg, 2,20 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (24 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 4/6; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent 
od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 66,1 mg 
(38%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3265sl, 3068sl, 2928sr, 2855sl, 1579j, 1536sr, 1496sl, 
1439sr, 1396sl, 1341sl, 1254sl, 1224sl, 1196sl, 1135sl, 1116sl, 885sl, 865sl, 808sl, 
766sl, 737sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,96 (d, J = 
8,4, H-C(8')), 7,82 (dd, J1 = 5,0, J2 = 8,8, H-C(7)), 7,72 (d, J = 8,2, H-C(5')), 7,62-7,57 
(m, H-C(7')), 7,57-7,54 (m, H-C(4)), 7,50; 7,42 (ABq, JAB = 8,0, 4H-Ar), 7,45 (s, H-
C(2)), 7,37-7,33 (m, H-C(6’)), 7,17-7,11 (m, H-C(6)), 6,42 (d, J = 5,3, H-C(3')), 5,24-
5,19 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 3,86 (s, 2H, ArCH2-), 3,79-3,70 (m, 1H, 
ArNHCH(CH3)-), 2,78-2,69 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,85-1,50 (m, 5H, 
ArNHCH(CH3)CH2- i ArNHCH(CH3)CH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O), 1,33 (d, J = 
6,4, 3H, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,05 (d, J = 240,1); 
151,00; 148,84; 148,62; 139,91; 139,06 (d, J = 9,0); 137,58 (d, J = 4,5); 135,94; 134,19; 
129,97; 128,85; 128,53; 128,50; 125,56; 124,32; 123,95 (d, J = 9,0); 119,31; 118,80; 
113,27 (d, J = 25,3); 108,48 (d, J = 24,4); 98,86; 53,72; 49,05; 48,16; 34,18; 26,52; 
20,30. HRMS: m/z 470,20471 odgovara molekulskoj formuli C29H28N3SFH
+ (greška u 
ppm -2,90). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 10,651, površina 97,28%; 
metoda B: RT 8,430, površina 97,16%. 
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N-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N'-hinolin-4-ilheksan-1,6-diamin (94). 
Jedinjenje 94 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 
57 (62,8 mg, 0,245 mmol), AQ9 
(89,4 mg, 0,368 mmol), glac. AcOH 
(21 μL, 0,37 mmol), NaBH4 (55,6 mg, 1,47 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent EtOAc/heksan 
gradijent od 1/9 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 2/8; flash, Biotage 
SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 74,2 mg (63%). Ulje, bledoţute boje. IR 
(ATR): 3258sl, 3068sl, 2930sr, 2855sl, 1584j, 1540sr, 1495sl, 1439sr, 1397sl, 1374sl, 
1342sr, 1252sl, 1196sl, 1117sl, 884sl, 864sl, 809sl, 768sr, 738sr, 652sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,57-8,52 (m, H-C(2')), 8.00-7.96 (m, H-C(8')), 7,81 (dd, J1 = 4,9, 
J2 = 8,8, H-C(7)), 7,73 (d, J = 8,0, H-C(5')), 7,63-7,58 (m, H-C(7')), 7,58-7,54 (m, H-
C(4)), 7,52-7,48 (m, 2H-Ar), 7,45-7,41 (m, 3H, 2H-Ar i H-C(2)), 7,41-7,37 (m, H-
C(6')), 7,16-7,10 (m, H-C(6)), 6,40 (d, J = 5,4, H-C(3')), 5,09 (ps, H-N izmenjiv sa 
D2O), 3,85 (s, 2H, ArCH2-), 3,30-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,69 (t, J = 7,1, 2H, 
ArCH2NHCH2-), 1,94 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 1,80-1,72 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 
1,62-1,54 (m, 2H, ArCH2NHCH2CH2-), 1,53-1,40 (m, 4H, ArNHCH2CH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 161,03 (d, J = 240,1); 150,93; 149,67; 148,27; 140,09; 
139,07 (d, J = 9,0); 137,62 (d, J = 4,5); 135,93; 134,09; 129,80; 128,94; 128,54; 128,45; 
125,51; 124,51; 123,93 (d, J = 9,0); 119,20; 118,63; 113,24 (d, J = 24,4); 108,47 (d, J = 
23,5); 98,69; 53,74; 49,32; 43,12; 29,99; 28,82; 27,04. HRMS: m/z 484,22010 odgovara 
molekulskoj formuli C30H30N3SFH
+ (greška u ppm -3,35). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 9,792, površina 95,26%; metoda B: RT 8,382, površina 95,22%. 
 
N-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N-metil-N'-hinolin-4-ilbutan-1,4-diamin (95). 
Jedinjenje 95 se sintetiše po opštem 
postupku L, korišćenjem 91 (30,0 mg, 
0,0658 mmol), 37% vodenog rastvora 
formaldehida (10 μL, 0,1 mmol), ZnCl2 
(17,9 mg, 0,132 mmol), NaBH3CN (16,6 mg, 0,263 mmol) i MeOH (1 mL + 1 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, NH kolona, 
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eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) 
gradijent od 95/5 do 2/8). Prinos 23,0 mg (74%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3647sl, 
3252sr, 3069sr, 2927j, 2852sr, 2793sr, 1730sl, 1582j, 1541sr, 1494sl, 1438sr, 1374sl, 
1342sr, 1252sr, 1195sr, 1118sl, 969sl, 883sl, 864sl, 807sl, 765sr, 737sl, 653sl, 628sl, 
572sl, 543sl, 422sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3): 8,53 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,99-
7,95 (m, H-C(8')), 7,82 (dd, J1 = 4,6, J2 = 8,8, H-C(7)), 7,74-7,71 (m, H-C(5')), 7,61-
7,54 (m, H-C(7') i H-C(4)), 7,51-7,48 (m, 2H-Ar), 7,47-7,44 (m, 2H-Ar i H-C(2)), 7,35-
7,30 (m, H-C(6')), 7,17-7,11 (m, H-C(6)), 6,40 (d, J = 5,3, H-C(3')), 5,76 (ps, H-N 
izmenjiv sa D2O), 3,60 (s, 2H, ArCH2-), 3,36-3,30 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,52 (t, 2H, J = 
6,8, ArCH2NHCH2-), 2,27 (s, 3H, CH3-N), 2,19 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 1,89 (quin, 
2H, J = 6,8, ArNHCH2CH2-), 1,76 (quin, 2H, J = 7,0, ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR 
(125 MHz, CDCl3): 161,08 (d, J = 240,1); 150,87; 150,00; 148,21; 139,05 (d, J = 9,0); 
138,43; 137,58 (d, J = 4,5); 135,98; 134,35; 129,70; 129,57; 128,96; 128,38; 125,61; 
124,38; 123,98 (d, J = 9,9); 119,58; 118,76; 113,30 (d, J = 25,3); 108,50 (d, J = 23,5); 
98,62; 61,89; 56,75; 43,19; 42,51; 26,48; 25,21. HRMS: m/z 470,20631 odgovara 
molekulskoj formuli C29H28N3SFH
+ (greška u ppm 0,50). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 9,126, površina 97,87%; metoda B: RT 7,770, površina 96,71%. 
 
N
1
-[4-(5-fluor-1-benzotien-3-il)benzil]-N
1
-metil-N
4
-hinolin-4-ilpentan-1,4-diamin 
(96). 
Jedinjenje 96 se sintetiše po opštem 
postupku L, korišćenjem 93 (20,0 mg, 
0,0426 mmol), 37% vodenog rastvora 
formaldehida (6,4 μL, 0,085 mmol), 
ZnCl2 (11,6 mg, 0,0852 mmol), NaBH3CN (10,7 mg, 0,170 mmol) i MeOH (1 mL + 1 
mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1; 
flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH). Prinos 12,3 mg (60%). Bezbojno ulje. 
IR (ATR): 3730sl, 3625sl, 3276sr, 3068sr, 2932sr, 2851sr, 2792sr, 1720sl, 1579j, 
1536sr, 1496sl, 1439sr, 1395sl, 1342sr, 1253sr, 1195sr, 1136sl, 1115sl, 1058sl, 1019sl, 
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883sl, 864sl, 807sl, 765sl, 736sl, 654sl, 571sl, 542sl, 423sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, 
CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,4, H-C(2')), 7,98-7,95 (m, H-C(8')), 7,82 (dd, J1 = 4,8, J2 = 8,8, 
H-C(7)), 7,73-7,69 (m, H-C(5')), 7,62-7,55 (m, H-C(7') i H-C(4)), 7,50; 7,43 (ABq, JAB 
= 8,2, 4H-Ar), 7,46 (s, H-C(2)), 7,38-7,33 (m, H-C(6')), 7,17-7,11 (m, H-C(6)), 6,41 (d, 
J = 5,4, H-C(3')), 5,22-5,16 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 3,78-3,68 (m, 1H, 
ArNHCH(CH3)-), 3,56 (s, 2H, ArCH2-), 2,51-2,41 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 2,23 (s, 
3H, CH3-N), 2,19 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 1,82-1,65 (m, 4H, ArNHCH(CH3)CH2- i 
ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,33 (d, J = 6,4, 3H, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 161,07 (d, J = 240,1); 150,91; 148,96; 148,52; 139,08 (d, J = 9.0); 138,64; 
137,63 (d, J = 4,5); 135,98; 134,25; 129,88; 129,49; 128,91; 128,34; 125,57; 124,34; 
123,97 (d, J = 9.0); 119,32; 118,79; 113,28 (d, J = 25,3); 108,52 (d, J = 23,5); 98,91; 
62,06; 57,02; 48,11; 42,38; 34,28; 23,91; 20,33. HRMS: m/z 484,22192 odgovara 
molekulskoj formuli C30H30N3SFH
+ (greška u ppm 0,41). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 9,127, površina 97,38%; metoda B: RT 7,846, površina 97,18%. 
 
3-[4-({[4-(Hinolin-4-ilamino)butil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-6-karbonitril 
(97). 
Jedinjenje 97 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 59 
(100,0 mg, 0,3798 mmol), AQ8 
(122,6 mg, 0,5697 mmol), glac. 
AcOH (33 μL, 0,57 mmol), NaBH4 (86,2 mg, 2,28 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (18 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, 
MeOH, EtOAc/MeOH(NH3 zas.)=95/5; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent 
EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 7/3; 
flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 95/5 do 
8/2). Prinos 92,2 mg (52%). Pena, bele boje, topi se na 75–80 °C. IR (ATR): 3620sl, 
3269sr, 3067sr, 2935sr, 2858sr, 2224sr, 1616sl, 1580j, 1539sr, 1449sr, 1396sl, 1374sl, 
1341sr, 1258sl, 1194sl, 1129sl, 946sl, 825sr, 765sr, 622sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,3, H-C(2')), 8,24-8,22 (m, H-C(7)), 7,99-7,96 (m, H-C(4)), 
7,96-7,93 (m, H-C(8')), 7,75-7,72 (m, H-C(5')), 7,63 (s, H-C(2)), 7,61-7,57 (m, 2H, H-
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C(5) i H-C(7')), 7,52-7,45 (m, 4H-Ar), 7,35-7,30 (m, H-C(6')), 6,41 (d, J = 5,2, H-
C(3')), 5,69 (ps, H-N, izmenjiv sa D2O), 3,91 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,38-3,33 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 2,80 (t, 2H, J = 6,9, ArCH2NHCH2-), 1,95-1,87 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 
1,86-1,72 (m, 3H, ArNHCH2CH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 150,95; 149,84; 148,31; 140,71; 140,53; 140,26; 138,08; 133,49; 129,82; 
128,92; 128,74; 128,66; 127,85; 127,63; 126,94; 124,41; 123,62; 119,50; 119,18; 
118,77; 107,77; 98,62; 53,66; 48,80; 43,17; 27,76; 26,45. HRMS: m/z 463,19424 
odgovara molekulskoj formuli C29H26N4SH
+
 (greška u ppm -1,85). HPLC ĉistoća (λ = 
330 nm): metoda A: RT 8,824, površina 96,60%; metoda B: RT 7,642, površina 
97,10%. 
 
3-[4-({[4-(Hinolin-4-ilamino)pentil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-5-karbonitril 
(98). 
Jedinjenje 98 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 58 
(70,8 mg, 0,269 mmol), N
4
-(hinolin-4-
il)pentan-1,4-diamin 146 (89,2 mg, 
0,389 mmol), glac. AcOH (23 μL, 0,39 mmol), NaBH4 (61,0 mg, 1,61 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 95/5 do 1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan 
gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/1; flash, Biotage 
SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 95/5 do 65/35). Prinos 
28,1 mg (21%). Pena, bele boje, topi se na 71–74 °C. IR (ATR): 3395sl, 3267sl, 3071sl, 
2964sl, 2929sr, 2858sl, 2225sr, 1617sl, 1577j, 1537sr, 1495sl, 1439sr, 1395sl, 1340sr, 
1282sl, 1258sl, 1221sl, 1186sl, 1136sl, 1058sl, 1020sl, 892sl, 809sr, 765sr, 656sl, 632sl, 
560sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,2, H-C(2')), 8,19 (s, H-C(4)), 
8,01-7,94 (m, H-C(7) i H-C(8')), 7,74 (d, J = 8,2, H-C(5')), 7,63-7,56 (m, H-C(6) i H-
C(7')), 7,52 (s, H-C(2)), 7,50-7,44 (m, 4H-Ar), 7,39-7,34 (m, H-C(6')), 6,43 (d, J = 5,5, 
H-C(3')), 5,26-5,21 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 3,88 (s, 2H, ArCH2-), 3,79-3,72 (m, 1H, 
ArNHCH(CH3)-), 2,77-2,71 (m, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,88-1,67 (m, 5H, 
ArNHCH(CH3)CH2- i ArNHCH(CH3)CH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O), 1,34 (d, 3H, J 
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= 6,2, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 150,87; 148,93; 148,47; 
144,74; 140,47; 137,90; 133,23; 129,86; 128,93; 128,72; 128,66; 127,71; 126,25; 
125,49; 124,38; 123,89; 119,42; 119,32; 118,76; 108,11; 98,86; 53,66; 49,03; 48,19; 
34,19; 26,52; 20,33. HRMS: m/z 239,10924 odgovara molekulskoj formuli 
C30H28N4SH2
2+ (greška u ppm 0,95); m/z 477,21086 odgovara molekulskoj formuli 
C30H28N4SH
+ (greška u ppm 0,25). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 330 nm): RT 8,915, 
površina 98,20%; metoda B (λ = 254 nm): RT 7,647, površina 95,15%. 
 
3-[4-({[6-(Hinolin-4-ilamino)heksil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-5-karbonitril 
(99). 
Jedinjenje 99 se sintetiše po opštem 
postupku K, korišćenjem aldehida 
58 (113,8 mg, 0,4322 mmol), AQ9 
(157,8 mg, 0,6486 mmol), glac. 
AcOH (37 μL, 0,65 mmol), NaBH4 (98,1 mg, 2,59 mmol) i MeOH/CH2Cl2 (22,5 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 1/9, 
MeOH; flash, Biotage SP1, NH kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, 
EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 do 7/3; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent 
EtOAc/MeOH+NH3 (9/1) gradijent od 95/5 do 7/3). Prinos 42,0 mg (19%). Pena, bele 
boje, topi se na 45–49 °C. IR (ATR): 3302sr, 3074sr, 2928sr, 2854sr, 2225sr, 1618sl, 
1579j, 1540sr, 1495sl, 1457sl, 1436sl, 1397sl, 1374sl, 1340sr, 1254sl, 1222sl, 1128sl, 
1057sl, 765sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,2, H-C(2')), 8,20-8,18 
(m, H-C(4)), 8,00-7,96 (m, H-C(7) i H-C(8')), 7,73 (d, J = 8,0, H-C(5')), 7,64-7,60 (m, 
H-C(7')), 7,60-7,56 (m, H-C(6)), 7,52 (s, H-C(2)), 7,50-7,46 (m, 4H-Ar), 7,44-7,39 (m, 
H-C(6')), 6,42 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,06 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,88 (s, 2H, 
ArCH2-), 3,36-3,30 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,71 (t, J = 7,1, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,88 (ps, 
H-N izmenjiv sa D2O), 1,83-1,75 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,64-1,56 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2CH2-), 1,56-1,43 (m, 4H, ArCH2NHCH2CH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 151,01; 149,62; 148,37; 144,74; 140,76; 137,98; 137,93; 133,14; 
129,94; 128,92; 128,75; 128,63; 127,74; 126,24; 125,43; 124,52; 123,88; 119,44; 
119,14; 118,66; 108,10; 98,74; 53,72; 49,33; 43,16; 30,05; 28,88; 27,08. HRMS: m/z 
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246,11747 odgovara molekulskoj formuli C31H30N4SH2
2+ (greška u ppm 2,58); m/z 
491,22632 odgovara molekulskoj formuli C31H30N4SH
+ (greška u ppm -0,15). HPLC 
ĉistoća: metoda A (λ = 330 nm): RT 9,042, površina 99,09%; metoda B (λ = 254 nm): 
RT 7,712, površina 96,73%. 
 
3-[4-({[6-(Hinolin-4-ilamino)heksil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-6-karbonitril 
(100). 
Jedinjenje 100 se sintetiše po 
opštem postupku K, 
korišćenjem aldehida 59 (98,0 
mg, 0,372 mmol), AQ9 (135,9 
mg, 0,5585 mmol), glac. AcOH (32 μL, 0,56 mmol), NaBH4 (84,4 mg, 2,23 mmol) i 
MeOH/CH2Cl2 (18 mL). Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH 
gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, EtOAc/MeOH(NH3 zas.)=95/5; flash, Biotage SP1, NH 
kolona, eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent 
od 95/5 do 7/3; flash, Biotage SP1, RP kolona, eluent MeOH/H2O gradijent od 7/3 do 
9/1, MeOH). Prinos 60,1 mg (33%). Pena, bele boje, topi se na 68–75 °C. IR (ATR): 
3402sl, 3266sl, 3069sl, 2927sr, 2853sr, 2225sr, 1669sl, 1616sl, 1580j, 1539sr, 1452sl, 
1396sl, 1374sl, 1341sr, 1258sl, 1193sl, 1127sl, 1019sl, 946sl, 862sl, 825sl, 765sr, 622sl 
cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,55 (d, J = 5,5, H-C(2')), 8,24-8,22 (m, H-C(7)), 
7,99-7,97 (m, H-C(4)), 7,97-7,94 (m, H-C(8')), 7,73-7,70 (m, H-C(5')), 7,64-7,58 (m, 
3H, H-C(7'), H-C(2) i H-C(5)), 7,51-7,44 (m, 4H-Ar), 7,44-7,39 (m, H-C(6')), 6,42 (d, J 
= 5,2, H-C(3')), 5,00 (ps, H-N, izmenjiv sa D2O), 3,87 (s, 2H, ArCH2NH-), 3,35-3,30 
(m, 2H, ArNHCH2-), 2,71 (t, J = 7,1, 2H, ArCH2NHCH2-), 1,83-1,75 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-), 1,72-1,56 (m, 3H, ArCH2NHCH2CH2- i H-N izmenjiv sa D2O), 1,55-
1,44 (m, 4H, ArNHCH2CH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 151,03; 149,61; 
148,40; 140,76; 140,66; 140,53; 138,19; 133,34; 130,00; 128,95; 128,66; 127,77; 
127,63; 126,93; 124,56; 123,65; 119,19; 119,09; 118,66; 107,75; 98,76; 53,77; 49,45; 
43,16; 30,06; 28,89; 27,09. HRMS: m/z 491,22593 odgovara molekulskoj formuli 
C31H30N4SH
 +
 (greška u ppm -0,94). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,949, 
površina 98,93%; metoda B: RT 7,699, površina 98,28%. 
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3-[4-({Metil[4-(hinolin-4-ilamino)pentil]amino}metil)fenil]-1-benzotiofen-5-
karbonitril (101). 
Jedinjenje 101 se sintetiše po opštem 
postupku L, korišćenjem 98 (15,8 mg, 
0,0331 mmol), 37% vodenog rastvora 
formaldehida (5,1 μL, 0,066 mmol), 
ZnCl2 (9,0 mg, 0,066 mmol), NaBH3CN (8,3 mg, 0,13 mmol) i MeOH (1 mL + 1 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, NH kolona, 
eluent EtOAc/heksan gradijent od 8/2 do 9/1, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 95/5 
do 1/9, MeOH; flash, Biotage SP1, SiO2 kolona, eluent EtOAc/MeOH+NH3(9/1) 
gradijent od 95/5 do 65/35). Prinos 12,1 mg (74%). Bezbojno ulje. IR (film): 3375j, 
3104j, 2971j, 2796sr, 2346sl, 2306sl, 2227sr, 1963sl, 1703sr, 1601j, 1553j, 1498sr, 
1460j, 1405sr, 1342sr, 1264sr, 1224sr, 1146sr, 1058sr, 1014sl, 888sl, 860sl, 805sr, 
767sr, 735sr, 702sl, 654sr, 614sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,2, 
H-C(2')), 8,21-8,19 (m, H-C(4)), 8,01-7,98 (m, H-C(8')), 7,98-7,95 (m, H-C(7)), 7,74-
7,71 (m, H-C(5')), 7,63-7,57 (m, H-C(6) i H-C(7')), 7,52 (s, H-C(2)), 7,49-7,44 (m, 4H-
Ar), 7,39-7,35 (m, H-C(6')), 6,42 (d, J = 5,6, H-C(3')), 5,22-5,16 (m, H-N izmenjiv sa 
D2O), 3,79-3,70 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,58 (s, 2H, ArCH2-), 2,50-2,45 (m, 2H, 
ArCH2NHCH2-), 2,24 (s, 3H, CH3-N), 2,10 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 1,84-1,67 (m, 
4H, ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,35 (d, 3H, J = 6,2, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 
MHz, CDCl3, δ): 150,77; 149,03; 148,36; 144,78; 139,28; 137,96; 137,92; 133,28; 
129,79; 129,64; 129,00; 128,50; 127,76; 126,27; 125,50; 124,42; 123,91; 119,46; 
119,32; 118,76; 108,12; 98,91; 62,02; 57,03; 48,14; 42,39; 34,27; 23,90; 20,35. HRMS: 
m/z 491,22662 odgovara molekulskoj formuli C31H30N4SH
+ 
(greška u ppm 0,45). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 8,785, površina 96,50%; metoda B: RT 7,734, 
površina 97,90%. 
 
5-Fluor-1-benzotiofen-2-karbohidrazid (102). 
Prema postupku opisanom u literaturi,
120
 metil-estar 34 (500,0 
mg, 2,378 mmol) se suspenduje u apsolutnom EtOH (5 mL), 
doda se hidrazin-monohidrat (0,58 mL, 11,9 mmol) i 
reakciona smeša se meša uz refluktovanje tokom 24 h, pri ĉemu dolazi do izdvajanja 
S
NC
N N
H
N
S O
N
H
NH2
F
178 
 
belog pahuljiĉastog taloga. Reakciona smeša se ohladi u ledenom kupatilu, talog procedi 
i ispere ledenim EtOH. Prinos 426 mg (85%). Ĉvrsta supstanca, bele boje, topi se na 
174–179 °C. IR (ATR): 3303sr, 3256sr, 3204j, 3068sl, 3016sr, 1648sl, 1618j, 1555sr, 
1516sr, 1439sl, 1342sr, 1294sl, 1220sl, 1171sl, 1130sl, 1090sl, 1066sl, 970sl, 869sl, 
841sl, 796sl, 699sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, d-DMSO, δ): 10,08 (ps, H-N), 8,06-8,02 
(m, H-C(7)), 7,96 (s, H-C(3)), 7,77-7,72 (m, H-C(4)), 7,35-7,29 (m, H-C(6)), 4,58 (ps, 
H-N). 
13
C NMR (125 MHz, d-DMSO, δ): 160,4 (d, J = 238,3); 161,07; 141,07; 140,22 
(d, J = 9,9); 135,78; 124,65 (d, J = 9,0); 123,85; 114,90 (d, J = 25,3); 110,23 (d, J = 
22,6). HRMS: m/z 211,03311 odgovara molekulskoj formuli C9H7FN2OSH
+ 
(greška u 
ppm -2,26). 
 
3-(5-Fluor-1-benzotien-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-amin (103).  
Prema postupku opisanom u literaturi,
121
 102 (400,0 mg, 
1,903 mmol) se rastvori u apsolutnom EtOH (20 mL), doda 
se ĉvrst NaOH (190,3 mg, 4,757mmol) i S-metilizotiourea-
sulfat (530 mg, 3,8 mmol). Reakciona smeša se zagreje na 120 °C i meša 15 h. 
Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom. Suvi ostatak se pomoću EtOAc prenese u 
levak za odvajanje, organski sloj ispere vodom i zasićenim vodenim rastvorom NaCl i 
suši iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu 
(dry-flash, SiO2, eluent heksan/EtOAc gradijent od 8/2 do 2/8, EtOAc, 
EtOAc/MeOH=9/1). Prinos 333 mg (75%). Ĉvrsta supstanca, bledoţute boje, topi se na 
267–268 °C. IR (ATR): 3477j, 3329sr, 3256sr, 3205sr, 3064sr, 2958j, 2920j, 2853sr, 
2815sl, 2771sl, 1731sl, 1644j, 1608sl, 1585sr, 1561sl, 1493sl, 1467sl, 1437sl, 1391sr, 
1348sl, 1290sl, 1238sl, 1200sr, 1128sl, 1094sl, 1040sl, 951sl, 932sl, 866sl, 816sl, 750sl, 
712sl, 655sl, 614sl, 532sl, 436sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, d-DMSO, δ): 12,27 (ps, H-
N), 7,98-7,93 (m, H-C(7)), 7,69 (ps, H-C(3)), 7,69-7,65 (m, H-C(4)), 7,24-7,18 (m, H-
C(6)), 6,20 (ps, 2H, -NH2). 
13
C NMR (125 MHz, d-DMSO, δ): 160,3 (d, J = 237,4); 
157,54; 154,60; 140,93 (d, J = 9,0); 138,26; 134,49; 124,11 (d, J = 9,0); 120,41; 113,21 
(d, J = 25,3); 109,19 (d, J = 23,5). HRMS: m/z 235,04395 odgovara molekulskoj 
formuli C10H7FN4SH
+ 
(greška u ppm -3,71). Hemijska pomeranja signala u 1H NMR na 
12,27 ppm i 6,20 ppm odgovaraju pomeranjima signala protona sa azota u tautomeru B, 
kako je detaljno prouĉeno u literaturi.157 
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5,21-5,48 ppm 5,99-6,22 ppm
12,99-13,64 ppm
11,90-12,35 ppm
 
 
Terc-butil-(3-{[3-(5-fluor-1-benzotien-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-
il]amino}propil)karbamat (104).  
Amin 103 (277 mg, 1,18 mmol) se rastvori u 
suvom MeOH (15 mL). Doda se aldehid 107 
(650 mg, 3,7 mmol) i glac. AcOH (202 μL, 
3,54 mmol) i reakciona smeša se meša na sobnoj temperaturi. Posle 8 h doda se 
NaBH3CN (595 mg, 9,46 mmol) i mešanje produţi preko noći. pH se podesi na 10 
dodatkom trietil-amina. Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom. Sirovi proizvod se 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent EtOAc, EtOAc/MeOH=9/1, 
MeOH; flash, Biotage SP, NH kolona, 40+M, eluent heksan/EtOAc gradijent od 2/8 do 
1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9). Prinos 160,5 mg (35%). Ĉvrsta 
praškasta supstanca, bele boje, topi se na 199 °C. IR (ATR): 3344sr, 3230sr, 3016sr, 
2980sr, 2937sr, 2887sr, 2808sl, 2731sl, 1674j, 1622j, 1554sl, 1522sr, 1480sl, 1451sl, 
1390sl, 1371sl, 1330sl, 1283sr, 1252sl, 1208sl, 1172sl, 1140sl, 1117sl, 1059sl, 1036sl, 
1018sl, 954sl, 931sl, 885sl, 861sl, 802sl, 746sl, 710sl, 652sl, 632sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, d-DMSO, δ): 7,99-7,93 (m, H-C(7)), 7,72 (ps, H-C(3)), 7,70-7,63 (m, H-C(4)), 
7,25-7,18 (m, H-C(6)), 6,88-6,81 (m, H-N), 6,70 (ps, H-N), 3,20-3,13 (m, 2H, 
ArNHCH2-), 3,02-2,95 (m, 2H, BocNHCH2-), 1,67-1,59 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,37 
(s, 9H, -NHCOOC(CH3)3). 
13
C NMR (125 MHz, d-DMSO, δ): 160,34 (d, J = 238,3); 
158,09; 155,71; 154,68; 140,89 (d, J = 9,9); 138,13; 134,51; 124,11 (d, J = 9,0); 120,65; 
113,22 (d, J = 25,3); 109,17 (d, J = 22,6), 77,55; 40,34; 37,46; 29,59; 28,27. HRMS: 
m/z 392,15380 odgovara molekulskoj formuli C18H22FN5O2SH
+ 
(greška u ppm -3,32). 
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N-[3-(5-fluor-1-benzotien-2-il)-1H-1,2,4-triazol-5-il]propan-1,3-diamin-
tristrifluoracetat (105).  
Jedinjenje 105 se sintetiše po opštem 
postupku J, korišćenjem 104 (113 mg, 0,289 
mmol) i CF3COOH/CH2Cl2 (5,5 mL, 1:10, 
v/v). Reakciona smeša se ne obraĊuje ekstrakcijom, već se rastvaraĉ ukloni pod 
sniţenim pritiskom. Prinos 182 mg (>99%). IR (ATR): 3090j, 2957j, 1677j, 1620j, 
1560sr, 1437sl, 1388sl, 1357sl, 1290sl, 1202j, 1130j, 1030sl, 956sl, 935sl, 868sl, 838sl, 
800sl, 748sl, 719sl, 655sl, 535sl, 508sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, d-TFA, δ): 7,93 (ps, 
H-C(3)), 7,83-7,78 (m, H-C(7)), 7,55-7,50 (m, H-C(4)), 7,28-7,21 (m, H-C(6)), 3,80-
3,74 (m, 2H, ArNHCH2-), 3,48-3,42 (m, 2H, NH2CH2-), 2,38-2,29 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, d-TFA, δ): 163,98 (d, J = 242,8); 153,54; 
149,00; 141,91 (d, J = 9,9); 138,74; 129,90; 126,74; 125,71 (d, J = 9,0); 119,02 (d, J = 
26,2); 112,43 (d, J = 23,5); 42,77; 40,47; 28,38. HRMS: m/z 292,10364 odgovara 
molekulskoj formuli C13H14FN5SH
+ 
(greška u ppm 3,33). 
 
Terc-butil-(3-hidroksipropil)karbamat (106).
158
 
3-Amino-1-propanol (500,0 mg, 6,657 mmol) se rastvori u CH2Cl2 
(22 mL) i reakciona smeša ohladi na 0 °C. Polako se doda Boc2O 
(1,52 g, 6,99 mmol), meša 5 minuta na 0 °C, a zatim još 2,5 h na sobnoj temperaturi. 
Reakciona smeša se prenese u levak za odvajanje, doda CH2Cl2 i voda. Organski sloj se 
ispere vodom, zasićenim vodenim rastvorom NaCl i suši iznad anhidrovanog Na2SO4. 
Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, 
heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc/MeOH = 9/1). Prinos 985 mg (85%). 
Bezbojno ulje. IR (ATR): 3358sr, 2976sl, 2937sl, 1690j, 1526sr, 1452sl, 1393sl, 1367sl, 
1278sr, 1253sr, 1173j, 1048sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 MHz, CDCl3, δ): 4,91 (ps, H-O), 
3,75-3,55 (m, 2H, HOCH2-), 3,35-3,20 (m, 2H, BocNHCH2-), 1,79-1,59 (m, 2H, 
HOCH2CH2-), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3). 
13
C NMR (50 MHz, CDCl3, δ): 157,13; 
79,53; 59,16; 36,84; 32,74; 28,28.  
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Terc-butil-(3-oksopropil)karbamat (107).
159
 
Terc-butil-(3-hidroksipropil)karbamat 106 (965 mg, 5,51 mmol) se 
rastvori u CH2Cl2 (20 mL), doda PCC (2,6 g, 12 mmol) i smeša se meša na sobnoj 
temperaturi 3,5 h. Reakciona smeša se procedi kroz kratku kolonu SiO2 (eluent 
heksan/EtOAc gradijent od 8/2 do 6/4). Prinos 670 mg (70%). Bezbojno ulje. Bez 
karakterizacije se koristi u reakciji reduktivnog aminovanja. 
 
N-(prop-2-in-1-il)-N'-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (108). 
Prema postupku opisanom u literaturi,
122
 AQ8 (203,6 mg, 
0,9457 mmol) se rastvori u apsolutnom EtOH (10 mL), doda 
se K2CO3 (130,7 mg, 0,9457 mmol), a zatim propargil-
bromid (36 μL, 0,47 mmol). Smeša se meša na sobnoj 
temeperaturi 24 h. Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom, a sirovi proizvod 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH 
gradijent od 7/3 do 3/7). Prinos 59 mg (49%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3287sr, 3066sr, 
2931sr, 2856sr, 1617sl, 1579j, 1540sr, 1457sl, 1438sl, 1395sl, 1373sl, 1339sr, 1281sl, 
1251sl, 1225sl, 1170sl, 1127sl, 1036sl, 867sl, 808sl, 763sr, 651sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 
MHz, CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,6, H-C(2)), 8,01-7,93 (m, H-C(8)), 7,82-7,75 (m, H-
C(5)), 7,66-7,55 (m, H-C(7)), 7,45-7,34 (m, H-C(6)), 6,38 (d, J = 5,6, H-C(3)), 5,88-
5,74 (m, H-N), 3,46-3,43 (m, 2H, -CH2C≡CH), 3,36-3,23 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,82-
2,72 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 2,27-2,20 (m, 1H, -C≡CH), 1,93-1,77 (m, 2H, 
ArNHCH2CH2-), 1,75-1,59 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR (50 MHz, CDCl3, 
δ): 151,01; 149,85; 148,37; 129,74; 128,85; 124,37; 119,64; 118,80; 98,50; 81,82; 
71,50; 47,85; 43,01; 38,05; 27,39; 26,24. HRMS: m/z 254,16429 odgovara molekulskoj 
formuli C16H19N3H
+
 (greška u ppm -3,47). 
 
(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-hidroksiholan-7,12-diil-
diacetat (109).
101
  
Alkohol 109 se sintetiše u 9 reakcionih koraka, 
polazeći od komercijalno dostupne holne 
kiseline u ukupnom prinosu 31%. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 5,11-5,07 (m, H-C(12)), 
4,92-4,88 (m, H-C(7)), 4,46-4,35 (m, H-N), 
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3,67-3,55 (m, 2H-C(24)), 3,27 (ps, H-O), 2,12 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, 
CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 0,91 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,83 (d, 3H, 
J = 6,4, CH3-C(20)), 0,73 (s, 3H, CH3-C(13)). 
 
(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-
il)amino]butil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (111). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (430,0 mg, 
0,7442 mmol) se transformiše 
u aldehid 110 pomoću PCC 
(230 mg, 1,1 mmol) u CH2Cl2 
(35 mL). Dobijeni aldehid se 
zatim korišćenjem amina AQ4 (230,8 mg, 0,9242 mmol), NaBH4 (46,7 mg, 1,23 mmol) 
i MeOH (20 mL) prevede u proizvod 111. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom 
na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, 
EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, EtOAc/MeOH (NH3 zas.)=9/1). Prinos 
396,3 mg (66%). Bezbojno ulje. [α]
20
D = +62,2 (MeOH). IR (ATR): 3311sl, 3054sl, 
2935j, 2866sr, 2157sl, 1724j, 1610sl, 1581j, 1535sl, 1450sl, 1370sr, 1331sl, 1248j, 
1170sl, 1135sl, 1064sl, 1022sl, 999sl, 965sl, 880sl, 851sl, 808sl, 768sl, 736sl, 702sl, 
647sl, 609sl, 411sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,96-
7,92 (m, H-C(8')), 7,71 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,34-7,30 (m, H-C(6')), 6,37 (d, J = 5,2, H-
C(3')), 6,03 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 5,11-5,07 (m, H-C(12)), 4,92-4,88 (m, H-C(7)), 
4,43 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,34-3,24 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,73-2,67 (m, 
2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 2,64-2,52 (m, 2H-C(24)), 2,10 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 
2,06 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 
0,84-0,81 (m, 3H, CH3-C(20)), 0,72 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 170,38; 170,26; 155,13; 152,08; 149,95; 149,19; 134,64; 128,71; 124,88; 121,38; 
117,31; 98,83; 79,17; 75,46; 70,84; 50,53; 49,15; 47,52; 44,98; 43,36; 43,19; 41,52; 
37,68; 36,37; 35,47; 34,93; 34,22; 33,36; 31,28; 28,84; 28,39; 27,87; 27,26; 26,52; 
26,28; 25,48; 22,77; 22,67; 21,59; 21,36; 17,91; 12,18. HRMS: m/z 809,49621 odgovara 
molekulskoj formuli C46H69ClN4O6H
+ (greška u ppm -2,01).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-{[4-(hinolin-4-
ilamino)butil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (112). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (445 mg, 0,770 
mmol) se transformiše u 
aldehid 110 pomoću PCC 
(239 mg, 1,10 mmol) u 
CH2Cl2 (35 mL). Dobijeni aldehid se zatim korišćenjem amina AQ8 (211,5 mg, 0,9823 
mmol), NaBH4 (49,5 mg, 1,31 mmol) i MeOH (20 mL) prevede u proizvod 112. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, 
EtOAc/MeOH (NH3 zas.)=9/1). Prinos 360 mg (60%). Bezbojno ulje. [α]
20
D = +38,9 
(MeOH). IR (ATR): 3320sl, 3052sl, 2935j, 2866sr, 1724j, 1618sl, 1582j, 1540sr, 
1441sl, 1375sr, 1342sl, 1310sl, 1250j, 1171sr, 1126sl, 1064sl, 1023sl, 999sl, 965sl, 
884sl, 854sl, 808sl, 765sl, 736sr, 702sl, 610sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,54 
(d, J = 5,3, H-C(2')), 7,97 (d, J = 8,2, H-C(8')), 7,76 (d, J = 8,2, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, 
H-C(7')), 7,42-7,37 (m, H-C(6')), 6,40 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,77 (ps, H-N izmenjiv sa 
D2O), 5,10-5,07 (m, H-C(12)), 4,92-4,88 (m, H-C(7)), 4,42 (bs, H-N izmenjiv sa D2O), 
3,35-3,21 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,73-2,66 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 
2,65-2,54 (m, 2H-C(24)), 2,10 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,05 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 
1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,82 (d, 3H, J = 6,6, CH3-
C(20)), 0,71 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,39; 170,27; 
155,12; 151,05; 149,85; 148,42; 129,87; 128,87; 124,32; 119,57; 118,83; 98,58; 79,16; 
75,48; 70,86; 50,55; 49,29; 47,49; 44,99; 43,36; 43,18; 41,53; 37,70; 36,39; 35,48; 
34,90; 34,24; 33,36; 31,29; 28,85; 28,40; 27,85; 27,26; 26,46; 26,43; 25,49; 22,80; 
22,68; 21,60; 21,37; 17,91; 12,18. HRMS: m/z 775,53542 odgovara molekulskoj 
formuli C46H70N4O6H
+ (greška u ppm -1,79).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-({4-[7-(hlorhinolin-4-
ilamino)pentil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (113: Smeša diastereomera). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (150,0 mg, 
0,2596 mmol) se transformiše 
u aldehid 110 pomoću PCC 
(80,6 mg, 0,374 mmol) u 
CH2Cl2 (15 mL). Dobijeni 
aldehid se zatim korišćenjem amina 147 (80,4 mg, 0,305 mmol), NaBH4 (15,4 mg, 
0,406 mmol) i MeOH (10 mL) prevede u proizvod 113. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, 
EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, EtOAc/MeOH (NH3 zas.)=9/1). 
Prinos 142,9 mg (67%). Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. Bezbojno ulje. [α]
20
D = +51.1 (MeOH). IR (ATR): 3364sl, 3317sl, 2934j, 2868sr, 1716j, 1612sl, 1578j, 
1535sr, 1450sr, 1374sr, 1335sl, 1246j, 1170sr, 1064sl, 1024sl, 965sl, 940sl, 880sl, 
852sl, 810sl, 767sl, 605sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,52-8,49 (m, H-C(2')), 
7,95-7,92 (m, H-C(8')), 7,68 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,34-7,30 (m, H-C(6')), 6,40 (d, J = 
5,5, H-C(3')), 5,48-5,43 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,87 
(m, H-C(7)), 4,43 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 3,75-3,66 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,27 
(ps, H-C(3)), 2,67-2,61 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 2,60-2,48 (m, 2H-
C(24)), 2,10 i 2,09 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,06 (s, 3H, CH3COO-
C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 1,31 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-), 0,90 (s, 
3H, CH3-C(10)), 0,82 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,72 i 0,71 (s i s, preklapaju se, 3H, 
CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,38; 170,27; 155,12; 151,99; 149,37; 
149,02; 134,68; 128,79; 124,91; 121,17; 117,32; 99,13; 79,18; 75,47; 70,85; 53,39; 
50,56; 50,53; 49,51; 48,28; 47,48; 44,97; 43,35; 41,52; 37,69; 36,38; 35,47; 34,90; 
34,87; 34,22; 34,07; 33,32; 31,28; 28,84; 28,39; 27,25; 26,49; 26,48; 25,48; 22,77; 
22,67; 21,59; 21,36; 20,14; 17,89; 12,17. HRMS: m/z 823,51447 odgovara molekulskoj 
formuli C47H71ClN4O6H
+ (greška u ppm 1,19); m/z 412,26065 odgovara molekulskoj 
formuli C47H71ClN4O6H2
2+ (greška u ppm 0,66).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-{[4-(hinolin-4-
ilamino)pentil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (114: Smeša diastereomera). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (493,6 mg, 
0,8543 mmol) se transformiše 
u aldehid 110 pomoću PCC 
(265,2 mg, 1,230 mmol) u 
CH2Cl2 (35 mL). Dobijeni aldehid se zatim korišćenjem amina 146 (238,9 mg, 1,042 
mmol), NaBH4 (52,6 mg, 1,39 mmol) i MeOH (10 mL) prevede u proizvod 114. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, 
EtOAc/MeOH (NH3 zas.)=9/1; flash, Biotage SP1, RP kolona 40+M, eluent 
MeOH/H2O gradijent od 7/3 do 9/1, MeOH). Prinos 398 mg (59%). Proizvod se dobija 
kao smeša diastereomera. Pena, bele boje, topi se na 101–103 °C. [α]
20
D = +48,0 
(MeOH). IR (ATR): 3356sl, 3260sl, 3233sl, 3192sl, 3122sl, 2934j, 2868sr, 1718j, 
1622sl, 1580j, 1533j, 1450sr, 1374j, 1168j, 1062sl, 1023sr, 965sl, 890sl, 857sl, 809sl, 
764sr, 691sl, 655sl, 609sl, 533sl, 500sl, 474sl, 435sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, 
δ): 8,55-8,52 (m, H-C(2')), 7,98-7,95 (m, H-C(8')), 7,73 (d, J = 8,4, H-C(5')), 7,64-7,59 
(m, H-C(7')), 7,42-7,37 (m, H-C(6')), 6,42 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,29-5,23 (m, H-N 
izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,88 (m, H-C(7)), 4,42 (ps, H-N), 3,77-
3,68 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,27 (ps, H-C(3)), 2,69-2,61 (m, 2H, 
ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 2,61-2,49 (m, 2H-C(24)), 2,10 i 2,09 (s i s, preklapaju 
se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,06 i 2,05 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 
9H, -NHCOOC(CH3)3), 1,32 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-
C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,71 i 0,70 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-
C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,39; 170,28; 155,12; 151,00; 148,89; 
148,63; 129,98; 128,87; 124,32; 119,35; 118,83; 98,86; 79,21; 75,48; 70,87; 50,58; 
50,54; 49,67; 48,18; 47,45; 44,98; 43,37; 41,54; 37,70; 36,40; 35,49; 34,87; 34,23; 
33,32; 31,29; 28,85; 28,40; 27,26; 26,59; 26,56; 26,47; 25,49; 22,79; 22,69; 21,60; 
21,38; 20,27; 17,90; 12,18. HRMS: m/z 789,55312 odgovara molekulskoj formuli 
C47H72N4O6H
+ (greška u ppm 0,84). 
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-
il)amino]-1-metilbutil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (115: Smeša diastereomera). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (120,0 mg, 
0,2077 mmol) se transformiše 
u aldehid 110 pomoću PCC 
(64,5 mg, 0,299 mmol) u 
CH2Cl2 (12 mL). Dobijeni 
aldehid se zatim korišćenjem amina 153 (67,3 mg, 0,255 mmol), NaBH4 (12,9 mg, 
0,340 mmol) i MeOH (8 mL) prevede u proizvod 115. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 
1/9, MeOH, EtOAc/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 132,4 mg 
(77%). Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. Bezbojno ulje. [α]
20
D = +44,6 
(MeOH). IR (ATR): 3341sl, 3055sl, 2935j, 2866sr, 1723j, 1610sl, 1581j, 1538sr, 
1451sr, 1371sr, 1332sl, 1249j, 1171sr, 1065sl, 1023sl, 999sl, 852sl, 809sl, 737sr cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,52 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,96-7,94 (m, H-C(8')), 7,71-
7,68 (m, H-C(5')), 7,35-7,32 (m, H-C(6')), 6,38 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,82-5,77 (m, H-N 
izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,88 (m, H-C(7)), 4,45 (ps, H-N), 3,35-
3,20 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,76-2,69 (m, 1H, ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 
2,67-2,46 (m, 2H-C(24)), 2,09 i 2,09 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,05 i 
2,04 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 1,09 (d, 
3H, J = 6,4, ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 
6,6, CH3-C(20)), 0,71 i 0,70 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 170,37; 170,27; 155,11; 151,08; 149,86; 149,20; 134,69; 128,78; 124,99; 
121,23; 117,26; 98,91; 79,17; 75,47; 70,84; 52,59; 50,78; 47,62; 47,58; 47,47; 44,98; 
43,50; 43,37; 41,52; 37,68; 36,38; 35,47; 34,87; 34,69; 34,62; 34,22; 33,41; 33,39; 
31,28; 28,85; 28,40; 27,24; 26,80; 25,49; 24,98; 22,77; 22,67; 21,58; 21,36; 20,50; 
20,46; 17,89; 12,18. HRMS: m/z 823,51237 odgovara molekulskoj formuli 
C47H71N4ClO6H
+ (greška u ppm -1,36).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amin]-24-{[1-metil-4-(hinolin-4-
ilamino)butil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (116: Smeša diastereomera). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (440,0 mg, 
0,7615 mmol) se transformiše 
u aldehid 110 pomoću PCC 
(236 mg, 1,09 mmol) u 
CH2Cl2 (35 mL). Dobijeni aldehid se zatim korišćenjem amina 152 (221 mg, 0,964 
mmol), NaBH4 (48,6 mg, 1,28 mmol) i MeOH (20 mL) prevede u proizvod 116. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, 
EtOAc/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 9/1 do 7/3). Prinos 390 mg (65%). Proizvod se 
dobija kao smeša diastereomera. Bezbojno ulje. [α]
20
D = +40,0 (MeOH). IR (ATR): 
3337sr, 3190sr, 2932j, 2866j, 2654sl, 1729j, 1582j, 1537j, 1444sr, 1374j, 1244j, 1170j, 
1063sl, 1024sr, 966sl, 940sl, 885sl, 856sl, 807sl, 764sr, 656sl, 611sl, 532sl, 406sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,55 (d, J = 5,3, H-C(2')), 7,99-7,96 (m, H-C(8')), 7,78-
7,74 (m, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,43-7,38 (m, H-C(6')), 6,40 (d, J = 5,5, H-
C(3')), 5,60 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 5,09-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,87 (m, H-C(7)), 
4,46 (ps, H-N), 3,38-3,20 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,77-2,69 (m, 1H, 
ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 2,67-2,47 (m, 2H-C(24)), 2,09 i 2,08 (s i s, preklapaju 
se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,05 i 2,04 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 
9H, -NHCOOC(CH3)3), 1,09 (d, 3H, J = 6,2, ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, 
CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,70 i 0,69 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-
C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,38; 170,26; 155,17; 151,02; 149,78; 
148,40; 129,88; 128,88; 124,37; 119,47; 118,78; 98,62; 79,17; 75,46; 70,84; 52,68; 
47,65; 47,62; 47,44; 47,41; 44,95; 43,46; 43,35; 41,52; 37,67; 36,37; 35,47; 34,82; 
34,64; 34,58; 34,21; 33,39; 33,36; 31,27; 28,84; 28,38; 27,23; 26,70; 25,47; 25,11; 
22,76; 22,66; 21,57; 21,35; 20,46; 20,40; 17,88; 12,16. HRMS: m/z 789,54993 odgovara 
molekulskoj formuli C47H72N4O6H
+ (greška u ppm -3,21); m/z 395,27922 odgovara 
molekulskoj formuli C47H72N4O6H2
2+ (greška u ppm -1,64).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-({6-[(7-hlorhinolin-4-
il)amino]heksil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (117). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (121,4 mg, 
0,2101 mmol) se 
transformiše u aldehid 
110 pomoću PCC (65,2 
mg, 0,302 mmol) u 
CH2Cl2 (10 mL). Dobijeni aldehid se zatim korišćenjem amina AQ6 (82,2 mg, 0,296 
mmol), NaBH4 (15,0 mg, 0,39 mmol) i MeOH (4 mL) prevede u proizvod 117. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, 
EtOAc/MeOH (NH3 zas.)=9/1; flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, eluent 
MeOH/H2O gradijent od 75/25 do 9/1, MeOH). Prinos 103 mg (58%). Bezbojno ulje. 
[α]
20
D = +87,5 (MeOH). IR (ATR): 3344sl, 3054sl, 2933j, 2862sr, 1724j, 1610sl, 1580j, 
1536sl, 1451sl, 1371sr, 1331sl, 1249j, 1171sr, 1065sl, 1023sl, 965sl, 884sl, 851sl, 
808sl, 737sr, 703sl, 613sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,3, H-
C(2')), 7,97-7,94 (m, H-C(8')), 7,66 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,37-7,34 (m, H-C(6')), 6,41 
(d, J = 5,5, H-C(3')), 5,10-5,07 (m, H-C(12)), 5,04-4,99 (m, H-N, izmenjiv sa D2O), 
4,92-4,88 (m, H-C(7)), 4,43 (ps, H-N), 3,35-3,22 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,65-
2,48 (m, 4H, ArNHCH2CH2CH2CH2CH2CH2- i 2H-C(24)), 2,10 (s, 3H, CH3COO-
C(12)), 2,06 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-
C(10)), 0,82 (d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,71 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 170,40; 170,28; 155,12; 152,04; 149,64; 149,14; 134,77; 128,86; 125,20; 
120,78; 117,08; 99,04; 79,19; 75,49; 70,86; 50,60; 49,96; 47,41; 44,96; 43,36; 43,17; 
41,52; 37,69; 36,39; 35,47; 34,83; 34,22; 33,32; 31,29; 30,09; 28,84; 28,81; 28,40; 
27,24; 27,11; 27,05; 26,44; 25,48; 22,79; 22,67; 21,60; 21,37; 17,90; 12,17. HRMS: m/z 
837,52879 odgovara molekulskoj formuli C48H73ClN4O6H
+ 
(greška u ppm -0,42).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-{[6-(hinolin-4-ilamino) 
heksil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (118). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (207,4 mg, 
0,3590 mmol) se 
transformiše u aldehid 
110 pomoću PCC (111,4 
mg, 0,5170 mmol) u 
CH2Cl2 (17 mL). Dobijeni aldehid se zatim korišćenjem amina AQ9 (115,4 mg, 0,4742 
mmol), NaBH4 (23,9 mg, 0,632 mmol) i MeOH (5 mL) prevede u proizvod 118. Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent heksan/EtOAc 
gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9, MeOH, 
EtOAc/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 9/1 do 6/4; flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, 
eluent MeOH/H2O gradijent od 75/25 do 9/1, MeOH). Prinos 157 mg (54%). Ulje, 
bledoţute boje. [α]
20
D = +22,6 (MeOH). IR (ATR): 3325sl, 2932j, 2862sr, 1725j, 1619sl, 
1582j, 1540sr, 1460sl, 1376sr, 1342sl, 1249j, 1172sl, 1127sl, 1065sl, 1024sl, 965sl, 
885sl, 810sl, 765sl, 736sl, 608sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,57-8,54 (m, H-
C(2')), 7,98 (d, J = 8,2, H-C(8')), 7,73 (d, J = 8,2, H-C(5')), 7,65-7,60 (m, H-C(7')), 
7,45-7,39 (m, H-C(6')), 6,44-6,40 (m, H-C(3')), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 5,05-5,00 (m, 
H-N izmenjiv sa D2O), 4,92-4,87 (m, H-C(7)), 4,44 (ps, H-N), 3,36-3,22 (m, 3H, 
ArNHCH2- i H-C(3)), 2,65-2,48 (m, 4H, ArNHCH2CH2CH2CH2CH2CH2- i 2H-C(24)), 
2,10 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,06 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -
NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,82 (d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,71 (s, 
3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,39; 170,27; 155,14; 151,02; 
149,60; 148,40; 129,96; 128,90; 124,50; 119,12; 118,66; 98,72; 79,17; 75,48; 70,85; 
53,38; 50,58; 49,96; 47,40; 44,95; 43,35; 43,14; 41,51; 37,68; 36,38; 35,47; 34,82; 
34,21; 33,31; 31,28; 30,07; 28,85; 28,38; 27,22; 27,12; 27,07; 26,41; 25,47; 22,78; 
22,66; 21,58; 21,36; 17,88; 12,16. HRMS: m/z 803,56820 odgovara molekulskoj 
formuli C48H74N4O6H
+ (greška u ppm 0,11).  
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(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-{metil[4-(hinolin-4-
ilamino)butil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (119). 
Jedinjenje 119 se sintetiše po 
opštem postupku L, 
korišćenjem 112 (340,0 mg, 
0,4387 mmol), 37% vodenog 
rastvora formaldehida (65 μL, 
0,88 mmol), ZnCl2 (30,0 mg, 0,219 mmol), NaBH3CN (28,0 mg, 0,439 mmol) i MeOH 
(5 mL + 5 mL). Prinos 300 mg (87%). Pena, bele boje, topi se na 85–86 °C. [α]
20
D = 
+60,0 (MeOH). IR (ATR): 3356sl, 2939j, 2865sr, 2789sl, 1729j, 1711j, 1582j, 1541sr, 
1444sl, 1372sr, 1308sl, 1239j, 1170sr, 1123sl, 1063sl, 1024sr, 763sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,59-8,50 (m, H-C(2')), 8,05-7,94 (m, H-C(8')), 7,81-7,75 (m, H-
C(5')), 7,65-7,58 (m, H-C(7')), 7,44-7,36 (m, H-C(6')), 6,42-6,37 (m, H-C(3')), 5,94 (ps, 
H-N, izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,92-4,86 (m, H-C(7)), 4,54 (ps, H-N), 
3,34-3,22 (m, 3H, ArNHCH2- i H-C(3)), 2,44-2,39 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 
2,36-2,30 (m, 2H-C(24)), 2,22 (s, 3H, CH3-N), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,03 (s, 
3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,83-
0,80 (m, 3H, CH3-C(20)), 0,70 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 
170,36; 170,26; 155,16; 150,87; 150,02; 148,24; 129,67; 128,90; 124,29; 119,71; 
118,78; 98,52; 79,13; 75,45; 70,83; 58,11; 57,00; 53,37; 50,71; 47,57; 44,98; 43,35; 
43,24; 42,44; 41,52; 37,66; 36,35; 35,47; 34,94; 34,20; 33,54; 31,26; 28,86; 28,38; 
27,24; 26,63; 25,48; 25,19; 23,56; 22,76; 22,66; 21,57; 21,33; 17,91; 12,16. HRMS: m/z 
789,55095 odgovara molekulskoj formuli C47H72N4O6H
+ (greška u ppm -1,91); m/z 
395,27983 odgovara molekulskoj formuli C47H72N4O6H2
2+ (greška u ppm -0,09).  
 
(3,5,7,12)-3-[(Terc-butoksikarbonil)amino]-24-{metil[4-(hinolin-4-
ilamino)pentil]amino}holan-7,12-diil-diacetat (120: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 120 se sintetiše po 
opštem postupku L, korišćenjem 
114 (223,0 mg, 0,2826 mmol), 
37% vodenog rastvora 
formaldehida (42 μL, 0,56 
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mmol), ZnCl2 (19,3 mg, 0,141 mmol), NaBH3CN (17,8 mg, 0,283 mmol) i MeOH (4 
mL + 4 mL). Prinos 186 mg (82%). Pena, bele boje, topi se na 85–87 °C. Proizvod se 
dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = +32,8 (MeOH). IR (ATR): 3354sr, 2939j, 
2869sr, 2789sr, 1715j, 1639sl, 1579j, 1534j, 1447sr, 1374j, 1241j, 1168sr, 1063sl, 
1022sr, 965sl, 897sl, 857sl, 809sl, 763sl, 612sl, 533sl, 478sl, 426sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,56-8,51 (m, H-C(2')), 8,01-7,95 (m, H-C(8')), 7,77-7,72 (m, H-
C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,42-7,38 (m, H-C(6')), 6,45-6,41 (m, H-C(3')), 5,38-
5.31 (m, H-N, izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,87 (m, H-C(7)), 4,55 i 
4,45 (ps i ps, H-N), 3,77-3,68 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,28 (ps, H-C(3)), 2,40-2,34 
(m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 2,32-2,25 (m, 2H-C(24)), 2,20-2,17 (m, 3H, 
CH3-N), 2,09 i 2,07 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,05 i 2,03 (s i s, 
preklapaju se, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 i 1,44 (s i s, preklapaju se, 9H, -
NHCOOC(CH3)3), 1,32 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-), 0.90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 
(d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,70 i 0,69 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR 
(125 MHz, CDCl3, δ): 170,37; 170,27; 155,11; 150,80; 149,05; 148,44; 129,78; 128,92; 
124,32; 124,30; 119,48; 119,44; 118,82; 118,81; 98,86; 79,13; 75,47; 70,85; 58,27; 
58,20; 57,47; 57,34; 50,74; 48,18; 48,12; 47,61; 47,52; 44,97; 43,38; 43,32; 42,33; 
42,30; 41,52; 37,68; 37,66; 36,37; 35,47; 34,92; 34,89; 34,44; 34,22; 34,20; 33,50; 
33,45; 31,26; 28,87; 28,83; 28,39; 27,24; 25,48; 23,86; 23,75; 23,70; 23,59; 22,76; 
22,67; 21,59; 21,57; 21,35; 21,34; 20,22; 20,20; 17,91; 12,17; 12,15. HRMS: m/z 
803,56681 odgovara molekulskoj formuli C48H74N4O6H
+ (greška u ppm -1,62).  
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-{[4-(hinolin-4-ilamino)butil]amino}holan-7,12-diil-
diacetat (121). 
Jedinjenje 121 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
112 (178 mg, 0,230 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (5,5 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, eluent MeOH/H2O 
gradijent od 75/25 do 9/1, MeOH). Prinos 75 mg (48%). Pena, bele boje, topi se na 67–
70 °C. [α]
20
D = +50,0 (MeOH). IR (ATR): 3279sl, 2937j, 2864sr, 1727j, 1582j, 1543sl, 
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1440sl, 1377sr, 1342sl, 1248j, 1126sl, 1024sl, 964sl, 806sl, 766sl, 733sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,56-8,52 (m, H-C(2')), 7,98-7,95 (m, H-C(8')), 7,79-7,75 (m, H-
C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,42-7,36 (m, H-C(6')), 6,41-6,38 (m, H-C(3')), 5,79 (ps, 
H-N izmenjiv sa D2O), 5,10-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,86 (m, H-C(7)), 3,36-3,28 (m, 
2H, ArNHCH2-), 2,72-2,67 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 2,65-2,52 (m, 2H-C(24) i 
H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 0,90 (s, 3H, CH3-
C(10)), 0,84-0,80 (m, 3H, CH3-C(20)), 0,71 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 170,64; 170,61; 151,01; 149,84; 148,38; 129,80; 128,84; 124,28; 119,57; 
118,81; 98,55; 75,50; 70,90; 51,62; 50,53; 49,27; 47,48; 44,98; 43,38; 43,15; 41,48; 
39,48; 37,74; 35,50; 34,89; 34,34; 33,34; 31,42; 31,22; 28,96; 27,84; 27,24; 26,48; 
26,39; 25,55; 22,77; 21,62; 21,46; 17,86; 12,17. HRMS: m/z 675.48325 odgovara 
molekulskoj formuli C41H62N4O4H
+ (greška u ppm -1,68); m/z 338,24629 odgovara 
molekulskoj formuli C41H62N4O4H2
2+ (greška u ppm 1,36). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 9,070, površina 98,83%; metoda B: RT 7,811, površina 96,95%. 
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-{metil[4-(hinolin-4-ilamino)butil]amino}holan-7,12-
diil-diacetat (122). 
Jedinjenje 122 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
119 (230 mg, 0,33 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (8 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, eluent MeOH/H2O 
gradijent od 75/25 do 9/1, MeOH). Prinos 110 mg (56%). Pena, bele boje, topi se na 
77–80 °C. [α]
20
D = +59,1 (MeOH). IR (ATR): 3308sr, 2946j, 2867j, 2795sr, 1730j, 
1664sl, 1642sl, 1619sl, 1583j, 1544sr, 1460sr, 1377j, 1343sr, 1246j, 1156sl, 1126sl, 
1026sr, 966sl, 767sr cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,5, H-C(2')), 
7,99-7,95 (m, H-C(8')), 7,79-7,74 (m, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,42-7,37 (m, 
H-C(6')), 6,39 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,94 (ps, H-N, izmenjiv sa D2O), 5,10-5,05 (m, H-
C(12)), 4,90-4,85 (m, H-C(7)), 3,34-3,28 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,64-2,55 (m, H-C(3)), 
2,43-2,38 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 2,35-2,30 (m, 2H-C(24)), 2,22 (s, 3H, CH3-
N), 2,09 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 0,90 (s, 3H, CH3-
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C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,70 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3, δ): 170,64; 150,89; 150,02; 148,25; 129,65; 128,89; 124,26; 119,70; 118,80; 
98,53; 75,50; 70,90; 58,12; 57,11; 51,61; 47,64; 44,99; 43,35; 43,24; 42,38; 41,47; 
39,44; 37,73; 35,50; 34,98; 34,33; 33,56; 31,41; 31,18; 28,95; 27,24; 26,66; 25,54; 
25,26; 23,66; 22,76; 21,63; 21,43; 17,88; 12,16. HRMS: m/z 689,49878 odgovara 
molekulskoj formuli C42H64N4O4H
+ (greška u ppm -1,82); m/z 345,25311 odgovara 
molekulskoj formuli C42H64N4O4H2
2+ (greška u ppm -1,56). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 7,549, površina 95,60%; metoda B: RT 7,483, površina 97,51%. 
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino)pentil}amino)holan-
7,12-diil-diacetat (123: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 123 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
113 (130 mg, 0,16 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (11 mL). 
Prinos 110,5 mg (97%). Pena, 
bele boje, topi se na 85–87 °C. 
Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = +44.8 (MeOH). IR (ATR): 3301sl, 
2937j, 2864sr, 2351sl, 2327sl, 1727j, 1610sl, 1578j, 1538sl, 1451sl, 1377sr, 1334sl, 
1246j, 1154sl, 1080sl, 1024sl, 964sl, 878sl, 851sl, 811sl, 766sl, 607sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,50 (d, J = 5,4, H-C(2')), 7,94-7,92 (m, H-C(8')), 7,69 (d, J = 9,0, 
H-C(5')), 7,34-7,30 (m, H-C(6')), 6,40 (d, J = 5,4, H-C(3')), 5,51-5,43 (m, H-N izmenjiv 
sa D2O), 5,09-5,06 (m, H-C(12)), 4,91-4,86 (m, H-C(7)), 3,74-3,67 (m, 1H, 
ArNHCH(CH3)-), 2,67-2,62 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 2,62-2,50 (m, 3H, 
H-C(3) i 2H-C(24)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,31 
(d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,4, CH3-
C(20)), 0,72 i 0,71 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 170,64; 170,62; 151,97; 149,34; 149,00; 134,67; 128,75; 124,89; 121,17; 117,30; 
99,11; 75,50; 70,90; 51,63; 50,53; 50,50; 49,48; 48,27; 47,49; 44,98; 43,38; 41,49; 
39,50; 37,74; 35,50; 34,90; 34,87; 34,35; 34,05; 33,31; 31,42; 31,24; 28,97; 27,24; 
26,47; 25,56; 22,77; 21,62; 21,47; 20,13; 17,85; 12,17. HRMS: m/z 723,45837 odgovara 
molekulskoj formuli C42H63ClN4O4H
+ (greška u ppm -3,72). HPLC ĉistoća: metoda D 
H
OAcNH2
OAc
N
H NH
N
Cl
194 
 
(λ = 330 nm): RT 10,367, površina 95,87%; metoda E (λ = 254 nm): RT 8,879, površina 
95,63%. 
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-{[4-(hinolin-4-ilamino)pentil]amino}holan-7,12-diil-
diacetat (124: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 124 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
114 (150 mg, 0,19 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (5,5 mL). 
Prinos 92,9 mg (71%). Pena, 
bele boje, topi se na 82–83 °C. Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = 
+31,5 (MeOH). IR (ATR): 3478sl, 3275sr, 3190sr, 3118sr, 3078sr, 2930j, 2861j, 1725j, 
1653sl, 1538j, 1496sl, 1445sr, 1377j, 1342sr, 1154sl, 1025sr, 963sl, 892sl, 810sl, 765sr, 
656sl, 611sl, 532sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,5, H-C(2')), 7,98-
7,94 (m, H-C(8')), 7,74 (d, J = 8,4, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,42-7,37 (m, H-
C(6')), 6,41 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,31-5,26 (m, H-N izmenjiv sa D2O), 5,09-5,06 (m, H-
C(12)), 4,90-4,86 (m, H-C(7)), 3,76-3,69 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 2,67-2,49 (m, 5H, 
ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2- i 2H-C(24) i H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 
(s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,32 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 
0,81 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,71 i 0,70 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C 
NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,64; 170,62; 150,94; 148,89; 148,56; 129,90; 128,85; 
124,28; 119,37; 118,81; 98,81; 75,50; 70,90; 51,63; 50,54; 50,51; 49,62; 48,16; 47,44; 
44,97; 43,37; 41,49; 39,50; 37,74; 35,50; 34,86; 34,84; 34,35; 34,18; 33,31; 31,42; 
31,23; 28,96; 27,23; 26,54; 26,52; 26,45; 25,55; 22,77; 21,62; 21,47; 20,23; 17,85; 
12,16. HRMS: m/z 345,25444 odgovara molekulskoj formuli C42H64N4O4H2
2+ (greška u 
ppm 2,27). HPLC ĉistoća: metoda A (λ = 254 nm): RT 8,644, površina 95,76%; metoda 
B (λ = 330 nm): RT 7,455, površina 95,83%. 
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(3,5,7,12)-3-Amino-24-{metil[4-(hinolin-4-ilamino)pentil]amino}holan-7,12-
diil-diacetat (125: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 125 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
120 (90 mg, 0,1 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (8 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, eluent MeOH/H2O 
gradijent od 8/2 do 9/1, MeOH). Prinos 47 mg (60%). Pena, bele boje, topi se na 70–72 
°C. Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = +39,3 (MeOH). IR (ATR): 
3353sl, 3278sl, 3064sl, 2942j, 2863sr, 2790sl, 1725j, 1579j, 1537sr, 1448sl, 1376sr, 
1341sl, 1244j, 1152sl, 1023sl, 765sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,58-8,49 (m, 
H-C(2')), 8,00-7,94 (m, H-C(8')), 7,76-7,71 (m, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,43-
7,38 (m, H-C(6')), 6,45-6,40 (m, H-C(3')), 5,33-5,26 (m, H-N, izmenjiv sa D2O), 5,07 
(ps, H-C(12)), 4,90-4,85 (m, H-C(7)), 3,77-3,68 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 2,61 (ps, H-
C(3)), 2,39-2,33 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 2,31-2,24 (m, 2H-C(24)), 2,18 
(s, 3H, CH3-N), 2,10 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,33-1,30 
(m, 3H, ArNHCH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,82-0,79 (m, 3H, CH3-C(20)), 0,70 
i 0,69 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,71; 
150,85; 149,01; 148,44; 129,77; 128,92; 124,30; 119,44; 118,80; 98,86; 75,52; 70,93; 
58,26; 57,50; 51,59; 48,18; 48,15; 47,62; 44,98; 43,35; 42,29; 41,45; 39,39; 37,71; 
35,48; 34,95; 34,48; 34,34; 33,50; 31,40; 31,15; 28,95; 27,24; 25,54; 23,89; 23,88; 
23,73; 22,78; 21,67; 21,48; 20,22; 17,87; 12,17. HRMS: m/z 345,25306 odgovara 
molekulskoj formuli C42H64N4O4H2
2+ (greška u ppm -1,72); m/z 230,50462 odgovara 
molekulskoj formuli C42H64N4O4H3
3+ (greška u ppm -1,04). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): 
metoda A: RT 8,574, površina 95,26%; metoda B: RT 6,961, površina 98,08%. 
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(3,5,7,12)-3-Amino-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]-1-
metilbutil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (126: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 126 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
115 (120 mg, 0,16 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (11 mL). 
Prinos 75,7 mg (72%). Pena, 
bele boje, topi se na 73–75 °C. 
Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = +46,9 (MeOH). IR (ATR): 3284sl, 
2931j, 2860j, 1725j, 1652sl, 1610sl, 1578j, 1539sr, 1449sr, 1373sr, 1331sl, 1242j, 
1154sl, 1135sl, 1078sl, 1022sl, 963sl, 937sl, 895sl, 849sl, 806sl cm
-1
. 
1
H NMR 
(500MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,96-7,92 (m, H-C(8')), 7,72-7,68 (m, 
H-C(5')), 7,35-7,31 (m, H-C(6')), 6,38 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,79 (ps, H-N izmenjiv sa 
D2O), 5,09-5,05 (m, H-C(12)), 4,90-4,86 (m, H-C(7)), 3,36-3,23 (m, 2H, ArNHCH2-), 
2,76-2,69 (m, 1H, ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 2,67-2,47 (m, 2H-C(24) i H-C(3)), 
2,11 i 2,10 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,09 
(d, 3H, J = 6,4, ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 0,90 i 0,90 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-
C(10)), 0,80 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,71 i 0,70 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-
C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,65; 152,04; 149,88; 149,15; 134,70; 
128,72; 124,99; 121,23; 117,25; 98,90; 75,51; 70,91; 52,64; 51,63; 47,65; 47,57; 47,52; 
44,99; 43,50; 43,39; 41,49; 39,50; 37,75; 35,51; 34,90; 34,69; 34,61; 34,35; 33,42; 
33,39; 31,43; 31,23; 28,97; 27,24; 26,87; 26,84; 25,56; 24,95; 22,77; 21,63; 21,47; 
20,45; 20,42; 17,86; 12,18. HRMS: m/z 723,45968 odgovara molekulskoj formuli 
C42H63N4ClO4H
+ (greška u ppm -1,91). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda D: RT 
10,536, površina 95,38%; metoda E: RT 8,430, površina 95,36%. 
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(3,5,7,12)-3-Amino-24-{[1-metil-4-(hinolin-4-ilamino)butil]amino}holan-7,12-
diil- diacetat (127: Smeša diastereomera). 
Jedinjenje 127 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
116 (390 mg, 0,49 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (17 mL). 
Prinos 319 mg (94%). Pena, bele 
boje, topi se na 75–77 °C. Proizvod se dobija kao smeša diastereomera. [α]
20
D = +45,6 
(MeOH). IR (ATR): 3265sr, 2938j, 2865j, 1727j, 1623sl, 1583j, 1543sr, 1505sl, 1442sr, 
1377j, 1342sr, 1247j, 1154sl, 1127sl, 1082sl, 1026sr, 964sl, 890sl, 809sl, 766sr, 609sl, 
540sl, 423sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,2, H-C(2')), 7,97 (d, J = 
8,5, H-C(8')), 7,76 (d, J = 8,2, H-C(5')), 7,64-7,59 (m, H-C(7')), 7,43-7,37 (m, H-C(6')), 
6,40 (d, J = 5,2, H-C(3')), 5,62 (ps, H-N izmenjiv sa D2O), 5,09-5,05 (m, H-C(12)), 
4,90-4,86 (m, H-C(7)), 3,38-3,25 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,77-2,68 (m, 1H, 
ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 2,67-2,47 (m, 2H-C(24) i H-C(3)), 2,10 i 2,10 (s i s, 
preklapaju se, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,09 (d, 3H, J = 6,2, 
ArNHCH2CH2CH2CH(CH3)-), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,4, CH3-
C(20)), 0,70 i 0,69 (s i s, preklapaju se, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 170,62; 170,60; 150,98; 149,77; 148,36; 129,81; 128,85; 124,34; 119,47; 118,76; 
98,58; 75,49; 70,89; 52,72; 51,60; 47,67; 47,60; 47,44; 44,95; 43,44; 43,35; 41,46; 
39,47; 37,72; 35,48; 34,84; 34,64; 34,58; 34,32; 33,39; 33,36; 31,40; 31,20; 28,94; 
27,21; 26,77; 25,52; 25,08; 22,74; 21,60; 21,44; 20,41; 20,38; 17,83; 12,14. HRMS: m/z 
689,49852 odgovara molekulskoj formuli C42H64N4O4H
+ (greška u ppm -2,19); m/z 
345,25324 odgovara molekulskoj formuli C42H64N4O4H2
2+ (greška u ppm -1,21). HPLC 
ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 7,059, površina 98,72%; metoda B: RT 7,502, 
površina 97,72%. 
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(3,5,7,12)-3-Amino-24-({6-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]heksil}amino)holan-
7,12-diil-diacetat (128). 
Jedinjenje 128 se sintetiše 
po opštem postupku J, 
korišćenjem 117 (51,5 mg, 
0,0698 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (3,5 
mL). Prinos 41,5 mg (92%). 
Pena, bele boje, topi se na 69–71 °C. [α]
20
D = +66,9 (MeOH). IR (ATR): 3284sl, 2934j, 
2860sr, 1727j, 1610sl, 1581j, 1540sl, 1452sl, 1376sr, 1332sl, 1248j, 1136sl, 1080sl, 
1024sl, 964sl, 899sl, 850sl, 807sl, 735sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J 
= 5,3, H-C(2')), 7,98-7,93 (m, H-C(8')), 7,66 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,38-7,33 (m, H-
C(6')), 6,41 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,09-5,06 (m, H-C(12)), 5,02-4,97 (m, H-N, izmenjiv 
sa D2O), 4,91-4,86 (m, H-C(7)), 3,34-3,27 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,64-2,48 (m, 5H, 
ArNHCH2CH2CH2CH2CH2CH2- i 2H-C(24) i H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 
2,08 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 
0,71 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,68; 170,65; 152,06; 
149,62; 149,16; 134,76; 128,89; 125,21; 120,76; 117,08; 99,06; 75,54; 70,93; 51,66; 
50,63; 49,98; 47,41; 44,99; 43,41; 43,18; 41,51; 39,52; 37,77; 35,52; 34,85; 34,37; 
33,33; 31,46; 31,26; 30,13; 28,99; 28,82; 27,25; 27,13; 27,07; 26,48; 25,58; 22,80; 
21,65; 21,49; 17,88; 12,18. HRMS: m/z 737,47556 odgovara molekulskoj formuli 
C43H65ClN4O4H
+ (greška u ppm -1,56); m/z 246,49683 odgovara molekulskoj formuli 
C43H65ClN4O4H3
3+ (greška u ppm -1,04). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 
9,278, površina 97,57%; metoda B: RT 7,853, površina 97,20%. 
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-{[6-(hinolin-4-ilamino)heksil]amino}holan-7,12-diil- 
diacetat (129). 
Jedinjenje 129 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
118 (170 mg, 0,21 mmol) i 
CF3COOH/CH2Cl2 (5,5 mL). 
Sirovi proizvod se preĉisti 
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hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP1, RP kolona 25+M, eluent MeOH/H2O 
gradijent od 8/2 do 9/1, MeOH). Prinos 112,8 mg (76%). Pena, bele boje, topi se na 72–
75 °C. [α]
20
D = +56,4 (MeOH). IR (ATR): 3294sl, 3061sl, 2933j, 2860sr, 1726j, 1582j, 
1542sl, 1441sl, 1376sr, 1341sl, 1247j, 1156sl, 1125sl, 1084sl, 1023sl, 964sl, 891sl, 
808sl, 767sl, 734sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 8,55 (d, J = 5,2, H-C(2')), 8,00-
7,95 (m, H-C(8')), 7,74 (d, J = 7,8, H-C(5')), 7,64-7,60 (m, H-C(7')), 7,44-7,39 (m, H-
C(6')), 6,42 (d, J = 5,5, H-C(3')), 5,11-5,05 (m, 2H, H-N, izmenjiv sa D2O i H-C(12)), 
4,90-4,86 (m, H-C(7)), 3,34-3,28 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,63-2,49 (m, 5H, 
ArNHCH2CH2CH2CH2CH2CH2- i 2H-C(24) i H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 
2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,81 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 
0,71 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 170,62; 170,59; 150,96; 
149,59; 148,34; 129,86; 128,85; 124,44; 119,15; 118,63; 98,67; 75,48; 70,87; 51,59; 
50,53; 49,90; 47,35; 44,92; 43,35; 43,09; 41,45; 39,45; 37,70; 35,47; 34,79; 34,30; 
33,26; 31,40; 31,19; 30,01; 28,93; 28,79; 27,18; 27,08; 27,02; 26,37; 25,52; 22,74; 
21,59; 21,43; 17,82; 12,12. HRMS: m/z 703,51463 odgovara molekulskoj formuli 
C43H66N4O4H
+ (greška u ppm -1,50); m/z 352,26200 odgovara molekulskoj formuli 
C43H66N4O4H2
2+ (greška u ppm 1,49). HPLC ĉistoća (λ = 330 nm): metoda A: RT 9,134, 
površina 98,86%; metoda B: RT 7,830, površina 97,20%. 
 
7-Hlorhinolin-4-amin (131).
123
 
4,7-dihlorhinolin (2,00 g, 10,1 mmol) se rastvori u fenolu (9,50 g, 101 
mmol) uz grejanje na 110 °C. Polako, u porcijama, se dodaje ĉvrst 
(NH4)2CO3 (4,85 g, 50,5 mmol) i zagrevanje produţi tokom 3 h na 165 
°C. Posle hlaĊenja do s.t., doda se dietil-etar (150 mL) i organski sloj ispere 10% 
vodenim rastvorom NaOH (3 × 50 mL). Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom, a 
sirovi proizvod preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, 
CH2Cl2/MeOH = 9/1, MeOH). Prinos 1,44 g (80%). Praškasta supstanca, beţ boje, topi 
se na 137–139 °C. IR (ATR): 3443sl, 3321sr, 3098j, 2788sl, 2707sl, 1683sl, 1656sr, 
1635sr, 1612sr, 1577j, 1505sr, 1444sr, 1371sl, 1329sr, 1285sl, 1204sl, 1165sl, 1125sl, 
1107sl, 1076sl, 908sl, 877sl, 853sl, 810sr, 766sl, 640sl, 625sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 MHz, 
CD3OD, δ): 8,22 (d, J = 5,0, H-C(2)), 7,99 (d, J = 9,0, H-C(5)), 7,76-7,78 (m, H-C(8)), 
7,37-7,25 (m, H-C(6)), 6,57 (d, J = 5,6, H-C(3)). 
13
C NMR (50 MHz, CD3OD, δ): 
N
NH2
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154,44; 151,80; 149,85; 136,56; 127,27; 125,80; 124,96; 118,26; 103,88. HRMS: m/z 
179,03644 odgovara molekulskoj formuli C9H7ClN2H
+
 (greška u ppm -3,43). 
 
4-Hlor-N-(7-hlorhinolin-4-il)butanamid (132). 
131 (500,0 mg, 2,799 mmol) se suspenduje u CH2Cl2 (20 mL), doda 
se trietil-amin (0,47 mL, 3,4 mmol) i reakciona smeša ohladi u 
ledenom kupatilu. Zatim se doda rastvor 4-hlorbutanoil-hlorida 
(0,38 mL, 3,4 mmol) u CH2Cl2 (5 mL), mešanje nastavi još 10 
minuta na 0 °C, a zatim 1,5 h na sobnoj temperaturi. Doda se MeOH i reakciona smeša 
se meša 1 h (da se višak 4-hlorbutanoil-hlorida prevede u metil-estar, zbog lakšeg 
preĉišćavanja proizvoda). Rastvaraĉ se ukloni pod sniţenim pritiskom. Sirovi proizvod 
se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc 
gradijent od 9/1 do 3/7). Prinos 707 mg (89%). Kristalna supstanca, bele boje, topi se na 
89–90 °C. IR (ATR): 3318j, 3101sl, 2963sl, 2919sl, 2815sl, 1670j, 1614sr, 1571sr, 
1526j, 1488j, 1443sr, 1419sl, 1379sl, 1349sl, 1323sr, 1304sr, 1275sl, 1254sl, 1208sr, 
1190sl, 1141sl, 1107sl, 1076sl, 1032sl, 967sl, 873sl, 846sl, 819sl, 776sl, 644sl, 598sl, 
563sl, 430sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 MHz, CD3OD, δ): 8,72 (d, J = 5,1, H-C(2)), 8,23-8,12 
(m, 2H, H-C(5) i H-C(3)), 7,96-7,93 (m, H-C(8)), 7,60-7,52 (m, H-C(6)), 3,70 (t, 2H, J 
= 6,5, -CH2Cl), 2,79 (t, 2H, J = 7,3, ArNHCOCH2-), 2,27-2,12 (m, 2H, 
ArNHCOCH2CH2-). 
13
C NMR (50 MHz, CD3OD, δ): 174,21; 152,96; 143,98; 136,96; 
128,42; 128,25; 124,85; 121,02; 113,83; 97,83; 45,16; 34,72; 29,13. HRMS: m/z 
283,04012 odgovara molekulskoj formuli C13H12Cl2N2OH
+
 (greška u ppm 0,63). 
 
4-Azido-N-(7-hlorhinolin-4-il)butanamid (133). 
132 (500,0 mg, 1,766 mmol) se rastvori u DMF (2 mL) u atmosferi 
argona, a zatim se doda se natrijum-azid (459 mL, 7,06 mmol). 
Reakciona smeša se zagreje na 80 °C i meša 2 h. Rastvaraĉ se 
ukloni pod sniţenim pritiskom. Suvi ostatak se pomoću CH2Cl2 i 
vode prenese u levak za odvajanje. Organski sloj se ispere vodom i suši iznad 
anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, 
SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/1). Prinos 383 mg (75%). 
Ĉvrsta supstanca, bele boje, topi se na 54–55 °C. IR (ATR): 3318j, 2930sr, 2670sr, 
N
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2168sl, 2101j, 1946sl, 1894sl, 1675j, 1613sr, 1570sr, 1525j, 1485j, 1443sr, 1416sl, 
1375sl, 1343sl, 1303j, 1253sr, 1217sr, 1189sr, 1161sr, 1108sl, 1072sl, 1040sl, 965sl, 
878sl, 847sr, 817sl, 764sl, 642sl, 617sl, 559sl, 475sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 MHz, CDCl3, 
δ): 8,80 (d, J = 5,6, H-C(2)), 8,32 (ps, H-N), 8,17 (d, J = 5,1, H-C(3)), 8,09-8,03 (m, H-
C(8)), 7,83-7,75 (m, H-C(5)), 7,51-7,40 (m, H-C(6)), 3,46 (t, 2H, J = 6,5, -CH2N3), 2,66 
(t, 2H, J = 7,3, ArNHCOCH2-), 2,15-1,97 (m, 2H, ArNHCOCH2CH2-). 
13
C NMR (50 
MHz, CDCl3, δ): 170,95; 152,18; 149,24; 140,47; 135,46; 129,20; 127,34; 120,95; 
118,62; 111,74; 50,53; 34,25; 24,29. HRMS: m/z 290,08039 odgovara molekulskoj 
formuli C13H12ClN5OH
+
 (greška u ppm 0,28). 
 
4-Amino-N-(7-hlorhinolin-4-il)butanamid (134). 
Prema delimiĉno modifikovanom postupku iz literature,124 133 
(382 mg, 1,32 mmol) se rastvori u THF (6 mL), dodaju se trifenil-
fosfin (380,4 mg, 1,450 mmol) i voda (26 μL, 1,4 mmol) i 
reakciona smeša se meša 48 h na 65 °C. Rastvaraĉ se ukloni pod 
sniţenim pritiskom. Sirovi proizvod se brzo preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH = 9/1, CH2Cl2/MeOH (NH3 zas.) = 7/3) i bez 
karakterizacije koristi u sledećoj reakciji. Prinos 230 mg (66%). Stajanjem se brzo 
razlaţe na amin 131 i pirolidin-2-on 137 (potvrĊeno HRMS analizom). 
 
(3,5,7,12)-3-[(Terc-butokskarbonil)amino]-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]-
4-oksobutil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (135). 
Po opštem postupku M, 
alkohol 109 (68 mg, 0,12 
mmol) se transformiše u 
aldehid 110 pomoću PCC 
(36,5 mg, 0,170 mmol) u 
CH2Cl2 (6 mL). Dobijeni 
aldehid se zatim korišćenjem amina 134 (30,0 mg, 0,113 mmol), NaBH4 (6,6 mg, 0,17 
mmol) i MeOH (3 mL) prevede u proizvod 135. Sirovi proizvod se preĉisti 
hromatografijom na stubu (dry-flash, eluent EtOAc, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 
1/9, EtOAc/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 95/5 do 8/2). Prinos 42 mg (43%). Pena, 
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bele boje, omekšava na 80–84 °C. [α]
20
D = +50,5 (MeOH). IR (ATR): 3305sl, 2933sr, 
2866sl, 1710sr, 1616sl, 1567sl, 1526sr, 1450sl, 1373sl, 1307sl, 1240sr, 1167sl, 1063sl, 
1022sl, 965sl, 881sl, 850sl, 822sl, 768sl, 675sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 
10,26 (ps, 1H, -NHCO-), 8,82 (d, J = 5,3, H-C(2')), 8,28 (d, J = 5,2, H-C(3')), 8,11-8,07 
(m, H-C(8')), 7,90 (d, J = 8,9, H-C(5')), 7,48-7,43 (m, H-C(6')), 5,10-5,05 (m, H-C(12)), 
4,92-4,87 (m, H-C(7)), 4,41 (ps, H-N), 3,27 (ps, H-C(3)), 2,84-2,78 (m, 2H, 
ArNHCOCH2-), 2,71-2,65 (m, 2H, ArNHCOCH2CH2CH2-), 2,63-2,54 (m, 2H-C(24)), 
2,10 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,06 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 1,44 (s, 9H, -
NHCOOC(CH3)3), 0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,77 (d, 3H, J = 6,4, CH3-C(20)), 0,70 (s, 
3H, CH3-C(13)). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 172,46; 170,38; 170,26; 155,12; 
152,48; 149,47; 141,47; 135,07; 129,25; 126,69; 121,80; 118,96; 111,26; 79,20; 75,42; 
70,84; 53,39; 50,25; 48,30; 47,68; 45,01; 43,34; 41,52; 37,69; 36,38; 36,27; 35,47; 
35,07; 34,23; 33,32; 31,28; 28,83; 28,40; 27,27; 26,61; 25,48; 24,76; 22,77; 22,68; 
21,60; 21,36; 17,86; 12,18. HRMS: m/z 823,47498 odgovara molekulskoj formuli 
C46H67ClN4O7H
+ (greška u ppm -2,59); m/z 845,45727 odgovara molekulskoj formuli 
C46H67ClN4O7Na
+ (greška u ppm -2,11).  
 
(3,5,7,12)-3-Amino-24-({4-[(7-hlorhinolin-4-il)amino]-4-
oksobutil}amino)holan-7,12-diil-diacetat (136). 
Jedinjenje 136 se sintetiše po 
opštem postupku J, korišćenjem 
135 (40,0 mg, 0,0486 mmol) i 
CF3COOH /CH2Cl2 (3,3 mL, 
1:10, v/v). Prinos 28 mg (80%). 
Pena, bele boje, omekšava na 
65–67 °C. IR (ATR): 3287sl, 2940j, 2864sr, 1726j, 1616sl, 1567sl, 1531sr, 1491sl, 
1446sl, 1377sr, 1307sl, 1249j, 1159sl, 1120sl, 1077sl, 1025sl, 965sl, 883sl, 850sl, 823sl, 
735sl, 702sl, 610sl cm
-1
. 
1
H NMR (500MHz, CDCl3, δ): 10,28 (ps, 1H, -NHCO-), 8,82 
(d, J = 5,2, H-C(2')), 8,28 (d, J = 5,0, H-C(3')), 8,10-8,08 (m, H-C(8')), 7,89 (d, J = 8,9, 
H-C(5')), 7,47-7,43 (m, H-C(6')), 5,08-5,05 (m, H-C(12)), 4,90-4,87 (m, H-C(7)), 2,84-
2,79 (m, 2H, ArNHCOCH2-), 2,71-2,66 (m, 2H, ArNHCOCH2CH2CH2-), 2,64-2,54 (m, 
3H, 2H-C(24) i H-C(3)), 2,11 (s, 3H, CH3COO-C(12)), 2,07 (s, 3H, CH3COO-C(7)), 
H
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0,90 (s, 3H, CH3-C(10)), 0,77 (d, 3H, J = 6,6, CH3-C(20)), 0,70 (s, 3H, CH3-C(13)). 
13
C 
NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 172,45; 170,62; 152,48; 149,47; 141,45; 135,07; 129,26; 
126,68; 121,78; 118,94; 111,23; 75,48; 70,90; 51,65; 50,24; 48,28; 47,68; 45,04; 43,40; 
41,50; 39,51; 37,76; 36,30; 35,51; 35,08; 34,38; 33,32; 31,44; 31,25; 28,98; 27,27; 
26,62; 25,58; 24,71; 22,79; 21,65; 21,49; 17,83; 12,20. HRMS: m/z 723,42255 odgovara 
molekulskoj formuli C41H59ClN4O5H
+ (greška u ppm -2,93); m/z 362,21612 odgovara 
molekulskoj formuli C41H59ClN4O5H2
2+ (greška u ppm 0,41). Ĉuva se u inertnoj 
atmosferi na –20 °C. Na sobnoj temperaturi ili u rastvoru MeOH razlaţe se na amin 131 
i (3,5,7,12)-3-amino-24-(2-oksopirolidin-1-il)holan-7,12-dii-diacetat 138 
(potvrĊeno HRMS analizom, priloţeno na CD-u). HPLC ĉistoća (λ = 270 nm): metoda 
D: RT 10,993, površina 95,23%; metoda E: RT 9,394, površina 96,81%. 
 
1,4-Diazidopentan (141).
85
 
1,4-dibrompentan (25 g, 0,11 mol) se rastvori u DMF (125 mL). Doda 
se natrijum-azid (35,35 g, 0,5438 mol) i reakciona smeša se meša 
tokom 24 h na 50 °C. Posle hlaĊenja do s.t., doda se voda i reakciona smeša prebaci u 
levak za odvajanje. Vodeni sloj se ekstrahuje etil-acetatom (3 x 150 mL). Suši se iznad 
anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, 
SiO2, eluent heksan). Prinos 16 g (95%). Bezbojno ulje. 
1
H NMR (200 MHz, CDCl3, δ): 
3,58-3,39 (m, 1H, N3CH(CH3)-), 3,37-3,24 (m, 2H, N3CH2-), 1,83-1,46 (m, 4H, 
N3CH2CH2CH2-), 1,32-1,26 (m, 3H, N3CH(CH3)-). 
13
C NMR (50 MHz, CDCl3, δ): 
57,37; 51,04; 33,23; 25,44; 19,34.  
 
1,4-Diaminopentan (142).
85
  
Prema delimiĉno modifikovanom postupku iz literature,124 1,4-
diazidopentan (16 g, 0,10 mol) se rastvori u toluenu (175 mL). 
Doda se Ph3P (62,61 g, 0,2387 mol) i reakciona smeša zagreva na 120 °C tokom 15 
minuta. Posle hlaĊenja do s.t., doda se voda (22,5 mL) i smeša ostavi da refluktuje 
preko noći. Balon se zatim ohladi u ledenom kupatilu, kako bi se izdvojio ĉvrst 
trifenilfosfin-oksid. Reakciona smeša se dekantovanjem prenese u levak za odvajanje. 
Donji sloj se odvoji i dodatkom MeOH(HCl zas.), uz hlaĊenje u ledenom kupatilu, 
prevede u odgovarajuću so. Rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu. Zagrevanjem 1,4-
N3
N3
NH2
NH2
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diamonijumpentan-dihlorida (15,21 g, 86,87 mmol) sa ĉvrstim NaOH (21,45 g, 536,3 
mmol), dobija se 142. Prinos 7,12 g (70%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3359j, 2931j, 
2864j, 1600sr, 1457sl, 1381sl, 931sr, 752sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 2,87-
2,79 (m, 1H, NH2CH(CH3)-), 2,61 (t, J = 7,2, 2H, NH2CH2-), 1,54-1,42 (m, 2H, 
NH2CH2CH2-), 1,42-1,29 (m, 2H, NH2CH2CH2CH2-), 1,06 (d, J = 6,2, 3H, 
NH2CH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 47,70; 42,70; 37,81; 30,71; 23,20.  
 
Terc-butil-(4-aminopentil)karbamat (143).
85
  
1,4-Diaminopentan (5,00 g, 48,9 mmol) se rastvori u 
apsolutnom EtOH (150 mL), a zatim doda terc-butilfenil-
karbonat (18,1 mL, 97,9 mmol) i smeša zagreva na 80 °C preko 
noći. Rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu. Doda se voda i pH podesi na 3 pomoću 
3M vodenog rastvora HCl. Vodeni sloj se ekstrahuje pomoću CH2Cl2 (2 x 50 mL) i 
spojeni organski slojevi odbace. Vodeni sloj se zatim podesi na pH = 12 pomoću 2M 
vodenog rastvora NaOH i ekstrahuje sa CH2Cl2 (2 x 50 mL). Spojeni organski slojevi se 
isperu zasićenim vodenim rastvorom NaCl i suše iznad anhidrovanog Na2SO4. 
Rastvaraĉ se upari na vakuum-uparivaĉu. Prinos 6,73g (68%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 
3373sr, 2945sr, 1691j, 1628sl, 1583sr, 1526j, 1493j, 1448sr, 1388sl, 1365sr, 1306sl, 
1276sr, 1247sr, 1172sr, 982sl, 874sl, 719sl, 632sl, 571sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 3,07-2,98 (m, 3H, NH2CH(CH3)- i NHBocCH2-), 1,55-1,39 (m, 13H, 
NHBocCH2CH2CH2- i -NHCOOC(CH3)3), 1,15 (d, J = 6,4, 3H, NH2CH(CH3)-). 
13
C 
NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 158,57; 79,90; 48,03; 41,11; 35,62; 28,78; 27,42; 21,24.  
 
Terc-butil-[4-(hinolin-4-ilamino)pentil]karbamat (144). 
Jedinjenje 144 se sintetiše po opštem postupku I, korišćenjem 
4-hlorhinolina (216 mg, 1,32 mmol) i terc-butil-(4-
aminopentil)karbamata 143 (401 mg, 1,98 mmol). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, 
eluent heksan/EtOAc gradijent od 1/1 do 1/9, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 7/3; 
flash, Biotage SP, NH kolona, 25+M, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 7/3 do 
1/9, EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9). Prinos 230,5 mg (53%). Ulje, ţute boje. IR 
(ATR): 3430sl, 3343sr, 3237sr, 3116sl, 3059sl, 2974sr, 2933sr, 2870sl, 1691j, 1618sl, 
NH2
NHBoc
N
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1580j, 1537j, 1453sr, 1394sr, 1367sr, 1343sr, 1258sr, 1171sr, 1045sl, 1024sl, 976sl, 
870sl, 810sl, 765sr, 738sr, 703sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,53 (d, J = 5,4, 
H-C(2)), 7,99-7,95 (m, H-C(8)), 7,80-7,74 (m, H-C(5)), 7,64-7,60 (m, H-C(7)), 7,44-
7,39 (m, H-C(6)), 6,42 (d, J = 5,4, H-C(3)), 5,04-4,94 (m, NH), 4,61 (bs, NH), 3,80-3,70 
(m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 3,25-3,10 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 1,75-1,55 
(m, 4H, ArNHCH(CH3)CH2- i ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,44 (s, 9H, -
NHCOOC(CH3)3), 1,32 (d, J = 6,2, 3H, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, 
δ): 156,11; 151,00; 148,76; 148,64; 129,99; 128,91; 124,46; 119,29; 118,76; 98,88; 
79,30; 48,12; 40,33; 33,52; 28,38; 27,03; 20,46. HRMS: m/z 330,21811 odgovara 
molekulskoj formuli C19H27N3O2H
+
 (greška u ppm 1,54). 
 
Terc-butil-{4-[(7-hlorohinolin-4-il)amino]pentil}karbamat (145).
85
  
Jedinjenje 145 se sintetiše po opštem postupku I, korišćenjem 
4,7-dihlorhinolina (500,0 mg, 2,525 mmol) i terc-butil-(4-
aminopentil)karbamata 143 (612,8 mg, 3,029 mmol). Sirovi 
proizvod se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage 
SP, NH kolona, 25+M, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 7/3 do 1/9, 
EtOAc/MeOH gradijent od 9/1 do 1/9). Prinos 485 mg (53%). Ulje, ţute boje. IR 
(ATR): 3427sl, 3334sr, 3064sl, 2972sr, 2932sr, 2870sl, 1686j, 1611sl, 1576j, 1534j, 
1451sr, 1367sr, 1334sl, 1278sr, 1252sr, 1207sl, 1168sr, 1081sl, 1044sl, 1021sl, 974sl, 
906sl, 873sl, 853sl, 808sl, 766sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 8,51 (d, J = 5,3, 
H-C(2)), 7,96-7,93 (m, H-C(8)), 7,78-7,72 (m, H-C(5)), 7,37-7,32 (m, H-C(6)), 6,40 (d, 
J = 5,4, H-C(3)), 5,15 (bs, H-N), 4,64 (bs, H-N), 3,79-3,69 (m, 1H, ArNHCH(CH3)-), 
3,28-3,09 (m, 2H, ArNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 1,77-1,57 (m, 4H, 
ArNHCH(CH3)CH2- i ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,45 (s, 9H, -NHCOOC(CH3)3), 1,31 
(d, 3H, J = 6,2, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 156,25; 151,99; 
149,36; 148,90; 134,79; 128,80; 125,12; 121,14; 117,25; 99,14; 79,43; 48,41; 40,25; 
33,22; 28,38; 27,27; 20,46. HRMS: m/z 364,17719 odgovara molekulskoj formuli 
C19H26ClN3O2H
+
 (greška u ppm -3,95). 
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N
4
-(hinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (146). 
Jedinjenje 146 se sintetiše po opštem postupku J, korišćenjem 144 
(210 mg, 0,64 mmol) i CF3COOH/CH2Cl2 (5,5 mL, 1:10, v/v). 
Prinos 130 mg (92%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3293sr, 2972sr, 
2933sr, 2872sl, 1583j, 1547sr, 1503sl, 1447sl, 1397sl, 1373sl, 
1342sl, 1282sl, 1257sl, 1226sl, 1148sl, 917sl, 890sl, 809sl, 769sr cm
-1
. 
1
H NMR (500 
MHz, CD3OD, δ): 8,32 (d, J = 5,5, H-C(2)), 8,17-8,13 (m, H-C(8)), 7,80-7,76 (m, H-
C(5)), 7,63-7,57 (m, H-C(7)), 7,43-7,38 (m, H-C(6)), 6,50 (d, J = 6,0, H-C(3)), 3,82-
3,74 (m, 1H, ArNHCH-), 2,64 (t, 2H, J = 7,0, ArCH(CH3)CH2CH2CH2-), 1,80-1,70 (m, 
1H, ArNHCH(CH3)CH2-), 1,70-1,50 (m, 3H, ArNHCH(CH3)CH2- i 
ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,31 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CD3OD, δ): 152,02; 151,25; 149,12; 130,39; 128,82; 125,43; 122,28; 120,33; 99,35; 
49,42; 42,51; 34,67; 30,66; 20,43. HRMS: m/z 115,58609 odgovara molekulskoj 
formuli C14H19N3H2
2+ 
(greška u ppm -1,16). 
 
N
4
-(7-hlorohinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (147).
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Jedinjenje 147 se sintetiše po opštem postupku J, korišćenjem 145 
(477 mg, 1,31 mmol) i CF3COOH/CH2Cl2 (22 mL, 1:10, v/v). 
Prinos 342 mg (99%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3282sr, 3065sl, 
2932sr, 2860sl, 1610sr, 1577j, 1539sr, 1488sl, 1451sr, 1425sl, 
1377sl, 1333sl, 1280sl, 1252sl, 1202sl, 1148sl, 1081sl, 905sl, 875sl, 853sl, 808sl, 767sl, 
642sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,33 (d, J = 5,6, H-C(2)), 8,19-8,16 (m, H-
C(8)), 7,77-7,75 (m, H-C(5)), 7,38 (dd, J1 = 2,2, J2 = 9,1, H-C(6)), 6,55-6,52 (m, H-
C(3)), 3,84-3,76 (m, 1H, ArNHCH-), 2,67 (t, 2H, J = 7,0, ArCH(CH3)CH2CH2CH2-), 
1,81-1,71 (m, 1H, ArNHCH(CH3)CH2-), 1,70-1,52 (m, 3H, ArNHCH(CH3)CH2- i 
ArNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,32 (d, 3H, J = 6,4, ArNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CD3OD, δ): 152,45; 151,15; 149,92; 136,29; 127,58; 125,81; 124,46; 118,84; 99,83; 
49,53; 42,44; 34,60; 30,52; 20,35. HRMS: m/z 132,56680 odgovara molekulskoj 
formuli C14H18ClN3H2
2+ 
(greška u ppm 0,47); m/z 264,12605 odgovara molekulskoj 
formuli C14H18ClN3H
+ 
(greška u ppm -0,56). 
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Benzil-terc-butil-pentan-1,4-diilbiskarbamat (148).
85
  
Terc-butil-(4-aminopentil)karbamat (143) (1,00 g, 4,94 
mmol) se rastvori u CH2Cl2 (50 mL). Zatim se ukapaju 
benzil-hlorformijat (1,37 mL, 9,64 mmol) i trietil-amin (1,41 mL, 0,726 mmol) i 
reakciona smeša se meša na sobnoj temperaturi 3 h. Reakcija se prekida dodatkom 
vodenog rastvora NH3 (50 mL). Reakciona smeša se prebaci u levak za odvajanje, doda 
se voda (200 mL), a proizvod ekstrahuje etil-acetatom (3×100 mL). Spojeni organski 
slojevi se suše iznad anhidrovanog Na2SO4. Sirovi proizvod se preĉisti hromatografijom 
na stubu (dry-flash, SiO2, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/1). Prinos 
1,58 mg (95%). Bezbojno ulje. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 7,38-7,29 (m, 5H, -Ph), 
5,08 (ps, 2H, -CH2Ph), 4,61 (ps, H-N), 3,79-3,64 (m, 1H, CbzNHCH(CH3)-), 3,19-3,03 
(m, 2H, -CH2NHBoc), 1,56-1,41 (m, 13H, CbzNHCH(CH3)CH2-, 
CbzNHCH(CH3)CH2CH2- i -NHCOOC(CH3)3), 1,14 (d, 3H, J = 6,6, CbzNHCH(CH3)-
). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 155,96; 155,78; 136,59; 128,49; 128,06; 79,10; 
66,51; 46,92; 40,36; 34,32; 28,39; 26,68; 21,24. 
 
Benzil-(4-amino-1-metilbutil)karbamat (149).
85
  
Jedinjenje 149 se sintetiše po opštem postupku J, korišćenjem 
148 (1,00 g, 2,97 mmol) i CF3COOH/CH2Cl2 (22 mL, 1:10, 
v/v). Prinos 695 mg (99%). Bezbojno ulje. IR (ATR): 3332sr, 
3033sl, 2933sr, 2859sl, 1702j, 1537j, 1454sr, 1378sl, 1335sl, 1257j, 1064sr, 1027sl, 
915sl, 748sl, 698sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3, δ): 7,39-7,28 (m, 5H, -Ph), 5,14-
5,03 (m, 2H, -CH2Ph), 4,84-4,74 (m, H-N), 3,72 (ps, 1H, CbzNHCH(CH3)-), 2,74-2,63 
(m, 2H, -CH2NH2), 1,52-1,42 (m, 4H, CbzNHCH(CH3)CH2- i 
CbzNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,28 (ps, 2H, -NH2), 1,14 (d, 3H, J = 6,6, CbzNHCH(CH3)-
). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 155,76; 136,64; 128,45; 128,00; 66,41; 46,93; 41,91; 
34,38; 29,90; 21,14.  
 
 
 
 
 
CbzHN
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Benzil-[1-metil-4-(hinolin-4-ilamino)butil]karbamat (150). 
Jedinjenje 150 se sintetiše po opštem postupku I, korišćenjem 
4-hlorhinolina (195 mg, 1,18 mmol) i benzil-(4-amino-1-
metilbutil)karbamata 149 (335 mg, 1,42 mmol). Sirovi proizvod 
se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP, NH 
kolona, 40+M, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc/MeOH 
gradijent od 9/1 do 1/9). Prinos 320 mg (72%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3344sr, 
3063sl, 3031sl, 2964sl, 2934sl, 2866sl, 1696j, 1616sl, 1582j, 1539j, 1454sr, 1395sl, 
1374sl, 1343sr, 1257sr, 1081sr, 1029sl, 808sl, 764sr, 697sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CDCl3, δ): 8,54 (d, J = 5,2, H-C(2)), 8,00-7,95 (m, H-C(8)), 7,84-7,78 (m, H-C(5)), 
7,65-7,59 (m, H-C(7)), 7,44-7,39 (m, H-C(6)), 7,37-7,29 (m, 5H, -Ph), 6,43-6,36 (m, H-
C(3)), 5,30 (ps, H-N), 5,11 (s, 2H, -CH2Ph), 4,73-4,64 (m, H-N), 3,89-3,80 (m, 1H, 
CbzNHCH(CH3)-), 3,37-3,30 (m, 2H, CbzNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 1,85-1,75 (m, 
2H, CbzNHCH(CH3)CH2-), 1,65-1,56 (m, 2H, CbzNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,18 (d, 3H, 
J = 6,5, CbzNHCH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, CDCl3, δ): 156,02; 151,00; 149,70; 
148,40; 136,45; 129,84; 128,94; 128,53; 128,16; 128,09; 124,54; 119,52; 118,77; 98,70; 
66,68; 46,76; 43,07; 35,12; 25,13; 21,37. HRMS: m/z 364,20267 odgovara molekulskoj 
formuli C22H25N3O2H
+
 (greška u ppm 1,98). 
 
Benzil-{4-[(7-hlorohinolin-4-il)amino]-1-metilbutil}karbamat (151). 
Jedinjenje 151 se sintetiše po opštem postupku I, korišćenjem 
4,7-dihlorhinolina (400,0 mg, 2,019 mmol) i benzil-(4-amino-1-
metilbutil)karbamata 149 (525 mg, 2,22 mmol). Sirovi proizvod 
se preĉisti hromatografijom na stubu (flash, Biotage SP, NH 
kolona, 40+M, eluent heksan, heksan/EtOAc gradijent od 9/1 do 1/9, EtOAc/MeOH 
gradijent od 9/1 do 1/9). Prinos 477 mg (59%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3314sr, 
3033sl, 2938sr, 1698j, 1610sl, 1581j, 1537sr, 1452sr, 1370sl, 1333sl, 1256sr, 1139sl, 
1080sl, 1026sl, 901sl, 878sl, 851sl, 808sl, 738sl, 698sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 8,30 (d, J = 5,5, H-C(2)), 8,10-8,04 (m, H-C(5)), 7,78-7,75 (m, H-C(8)), 
7,38-7,34 (m, H-C(6)), 7,34-7,22 (m, 5H, -Ph), 6,50-6,44 (m, H-C(3)), 5,10-5,01 (s, 2H, 
-CH2Ph), 3,76-3,66 (m, 1H, CbzNHCH(CH3)-), 3,38-3,32 (m, 2H, 
CbzNHCH(CH3)CH2CH2CH2-), 1,81-1,71 (m, 2H, CbzNHCH(CH3)CH2-), 1,63-1,54 
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(m, 2H, CbzNHCH(CH3)CH2CH2-), 1,15 (d, 3H, J = 6,6, CbzNHCH(CH3)-). 
13
C NMR 
(125 MHz, CD3OD, δ): 158,44; 152,69; 152,36; 149,64; 138,48; 136,26; 129,42; 
128,90; 128,69; 127,54; 125,89; 124,32; 118,75; 99,60; 67,23; 47,92; 43,78; 35,38; 
26,04; 21,51. HRMS: m/z 398,16435 odgovara molekulskoj formuli C22H24ClN3O2H
+
 
(greška u ppm 3,43). 
 
N
1
-(hinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (152). 
Cbz-zaštićeni amin 150 (305 mg, 0.839 mmol) se podvrgne 
hidrogenizaciji u prisustvu 10% paladijuma na ugljeniku (30 mg) 
kao katalizatora pod pritiskom H2 od 20 psi u MeOH (150 mL). 
Reakciona smeša se meša 8 h na sobnoj temperaturi, katalizator 
odvoji ceĊenjem, a rastvaraĉ ukloni pod sniţenim pritiskom. Prinos 192 mg (>99%). 
Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3353sr, 3077sl, 2958sl, 1584j, 1545sr, 1441sl, 1376sl, 
1343sr, 1258sl, 1228sl, 1127sl, 1037sl, 884sl, 810sl, 766sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 8,34 (d, J = 5,5, H-C(2)), 8,12-8,07 (m, H-C(8)), 7,83-7,78 (m, H-C(5)), 
7,65-7,60 (m, H-C(7)), 7,45-7,41 (m, H-C(6)), 6,50 (d, J = 5,8, H-C(3)), 3,38 (t, 2H, J = 
7,1, ArNHCH2-), 3,03-2,95 (m, 1H, NH2CH(CH3)-), 1,85-1,74 (m, 2H, ArNHCH2CH2-
), 1,61-1,48 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2-), 1,14 (d, 3H, J = 6,4, NH2CH(CH3)-). 
13
C 
NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 152,67; 151,14; 148,82; 130,49; 128,72; 125,59; 122,21; 
120,28; 99,14; 47,92; 43,87; 36,88; 26,12; 22,28. HRMS: m/z 230,16532 odgovara 
molekulskoj formuli C14H19N3H
+ 
(greška u ppm 0,64); m/z 115,58652 odgovara 
molekulskoj formuli C14H19N3H2
2+ 
(greška u ppm 2,52). 
 
N
1
-(7-hlorhinolin-4-il)pentan-1,4-diamin (153). 
Prema postupku opisanom u literaturi,
160
 Cbz-zaštićeni amin 151 
(120 mg, 0,30 mmol) se rastvori u CF3COOH (2 mL) i smeša se 
meša na taĉki kljuĉanja tokom 2 h. CF3COOH se ukloni pod 
sniţenim pritiskom, a ostatak pomoću CH2Cl2/2,5 M NaOH 
prenese u levak za odvajanje. Organski sloj se ispere pomoću 2,5 M NaOH i suši iznad 
anhidrovanog Na2SO4. Prinos 77 mg (97%). Praškasta supstanca, bele boje, topi se na 
109–111 ºC. IR (ATR): 3294sr, 3104sl, 3010sl, 2959sl, 2931sr, 2857sr, 1610sl, 1577j, 
1542sr, 1473sl, 1452sr, 1369sr, 1331sl, 1283sl, 1248sl, 1197sl, 1149sl, 1131sl, 1085sl, 
N
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1025sl, 953sl, 919sl, 901sr, 850sl, 824sl, 800sr, 767sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, 
CD3OD, δ): 8,32 (d, J = 5,5, H-C(2)), 8,07 (d, J = 9,2, H-C(5)), 7,76-7,74 (m, H-C(8)), 
7,38-7,34 (m, H-C(6)), 6,48 (d, J = 5,7, H-C(3)), 3,34 (t, 2H, J = 7,2, ArNHCH2-), 2,89 
(sext, 1H, J = 6,4, NH2CH(CH3)-), 1,83-1,69 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,54-1,42 (m, 
2H, ArNHCH2CH2CH2-), 1,09 (d, 3H, J = 6,4, NH2CH(CH3)-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CD3OD, δ): 152,71; 152,44; 149,71; 136,26; 127,60; 125,90; 124,30; 118,77; 99,61; 
47,66; 44,06; 37,79; 26,23; 23,26. HRMS: m/z 264,12514 odgovara molekulskoj 
formuli C14H18ClN3H
+ 
(greška u ppm -4,02). 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)etan-1,2-diamin (AQ2).
161
 
AQ2 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4,7-
dihlorhinolina (5,00 g, 25,2 mmol) i 1,2-diaminoetana (11,8 mL, 176 
mmol). Obrada reakcione smeše se vrši izlivanjem u smešu led/voda. 
Izdvojeni talog se ispere vodom i suši na vazduhu, a potom u vakuum-
sušnici. Prinos 5,3 g (95%). Praškasta supstanca, bledoţute boje. IR (ATR): 3247sr, 
2923sr, 2190sl, 1586j, 1542j, 1482sr, 1456j, 1427sr, 1389sr, 1348sr, 1323sr, 1291sr, 
1254sl, 1212sl, 1166sl, 1140sl, 1112sl, 1082sl, 1047sl, 1023sl, 949sl, 910sl, 867sl, 
825sl, 802sl, 769sl, 686sl, 640sl, 609sl, 502sl, 474sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, 
δ): 8,35 (d, J = 5,5, H-C(2)), 8,11 (d, J = 9,0, H-C(5)), 7,78-7,76 (m, H-C(8)), 7,42-7,38 
(m, H-C(6)), 6,57 (d, J = 5,7, H-C(3)), 3,45 (t, 2H, J = 6,4, ArNHCH2-), 2,98 (t, 2H, J = 
6,3, ArNHCH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 152,86; 152,48; 149,70; 
136,39; 127,62; 126,08; 124,34; 118,84; 99,73; 46,13; 40,78. HRMS: m/z 222,07881 
odgovara molekulskoj formuli C11H12N3ClH
+
 (greška u ppm -1,99). 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)propan-1,3-diamin (AQ3).
161
 
AQ3 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4,7-
dihlorhinolina (5,00 g, 25,2 mmol) i 1,3-diaminopropana (14,8 mL, 
176 mmol). Obrada reakcione smeše se vrši izlivanjem u smešu 
led/voda. Izdvojeni talog se ispere vodom i suši na vazduhu, a potom u vakuum-sušnici. 
Prinos 5,7 g (96%). Praškasta supstanca, bledoţute boje. IR (ATR): 3261j, 3065sr, 
3008sr, 2937sr, 2867sr, 2571sr, 2237sl, 1645sl, 1578j, 1540j, 1479sr, 1387sr, 1337sr, 
1316sr, 1281sr, 1218sr, 1135sl, 1079sl, 1012sl, 947sl, 900sl, 850sl, 821sl, 800sr, 766sl, 
N
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597sl, 538sl, 498sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CDCl3 + CD3OD, δ): 8,30 (d, J = 5,5, H-
C(2)), 7,97 (d, J = 9,0, H-C(5)), 7,77-7,75 (m, H-C(8)), 7,34-7,31 (m, H-C(6)), 6,41 (d, 
J = 5,7, H-C(3)), 3,37 (t, 2H, J = 6,9, ArNHCH2-), 2,81 (t, 2H, J = 7,0, 
ArNHCH2CH2CH2-), 1,87 (quin, 2H, J = 6,9, ArNHCH2CH2-).
13
C NMR (125 MHz, 
CDCl3 + CD3OD, δ): 151,94; 151,74; 149,01; 135,88; 127,34; 125,69; 123,40; 118,18; 
99,05; 41,31; 39,82; 31,28. HRMS: m/z 236,09427 odgovara molekulskoj formuli 
C12H14N3ClH
+
 (greška u ppm -2,68). 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)butan-1,4-diamin (AQ4).
161
 
 AQ4 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4,7-
dihlorhinolina (270 mg, 1,4 mmol) i 1,4-diaminobutana (0,98 mL, 
9,8 mmol). Obrada reakcione smeše se vrši izlivanjem u smešu 
led/voda. Izdvojeni talog se ispere vodom i suši na vazduhu, a 
potom u vakuum-sušnici. Prinos 277 mg (81%). Praškasta supstanca, bledoţute boje. IR 
(ATR): 3284sr, 3066sr, 2931j, 2860j, 1580j, 1538sr, 1475sr, 1428sr, 1370sr, 1332sr, 
1247sl, 1198sl, 1160sl, 1130sl, 1079sl, 950sl, 904sl, 852sl, 805sl, 788sl, 646sl, 523sl 
cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,33 (d, J = 5,7, H-C(2)), 8,08 (d, J = 9,0, H-
C(5)), 7,77-7,75 (m, H-C(8)), 7,39-7,36 (m, H-C(6)), 6,50 (d, J = 5,8, H-C(3)), 3,37 (t, 
2H, J = 7,1, ArNHCH2-), 2,75 (t, 2H, J = 7,2, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 1,81-1,74 (m, 
2H, ArNHCH2CH2-), 1,68-1,60 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 MHz, 
CD3OD, δ): 152,72; 152,44; 149,71; 136,30; 127,60; 125,94; 124,30; 118,78; 99,63; 
43,71; 41,91; 30,27; 26,74. HRMS: m/z 250,10956 odgovara molekulskoj formuli 
C13H16N3ClH
+
 (greška u ppm -3,97); m/z 125,55890 odgovara molekulskoj formuli 
C13H16N3ClH2
2+
 (greška u ppm -0,14). 
 
N-(7-hlorhinolin-4-il)heksan-1,6-diamin (AQ6).
162
 
AQ6 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4,7-
dihlorhinolina (200 mg, 1 mmol) i 1,6-diaminoheksana (1 
mL, 7 mmol). Obrada reakcione smeše se vrši ekstrakcijom, 
a sirovi proizvod preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 9/1 do 8/2). Prinos 
222 mg (80%). Praškasta supstanca, bledoţute boje. IR (ATR): 3362sl, 3271sl, 3036sl, 
N
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2934sr, 2857sr, 1611sl, 1579j, 1542sr, 1472sl, 1450sl, 1429sl, 1370sr, 1333sl, 1257sl, 
1199sl, 1134sl, 1082sl, 1005sl, 938sl, 899sl, 851sl, 799sl, 771sl, 735sl, 651sl, 529sl cm
-
1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,32 (d, J = 5,7, H-C(2)), 8,08 (d, J = 9,2, H-C(5)), 
7,77-7,75 (m, H-C(8)), 7,39-7,35 (m, H-C(6)), 6,49 (d, J = 5,5, H-C(3)), 3,37-3,33 (m, 
2H, ArNHCH2-), 2,72-2,66 (m, 2H, ArNHCH2CH2CH2CH2CH2CH2-), 1,79-1,72 (m, 
2H, ArNHCH2CH2-), 1,57-1,38 (m, 6H, ArNHCH2CH2CH2CH2CH2-). 
13
C NMR (125 
MHz, CD3OD, δ): 152,77; 152,42; 149,74; 136,28; 127,59; 125,91; 124,30; 118,78; 
99,58; 43,90; 42,02; 32,50, 29,32; 28,00; 27,66. HRMS: m/z 139,57450 odgovara 
molekulskoj formuli C15H20N3ClH2
2+
 (greška u ppm -0,48). 
 
N-(hinolin-4-il)propan-1,3-diamin (AQ7).
85
 
AQ7 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4-hlorhinolina 
(750 mg, 4,6 mmol) i 1,3-diaminopropana (2,37 g, 32,1 mmol). 
Obrada reakcione smeše se vrši ekstrakcijom, a sirovi proizvod 
preĉisti hromatografijom na stubu (dry-flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH (NH3 
zas.) gradijent od 9/1 do 8/2). Prinos 851 mg (92%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3619sl, 
3298sr, 3058sr, 2936sr, 2206sl, 1584j, 1544sr, 1462sr, 1438sr, 1391sr, 1343sr, 1316sr, 
1258sl, 1227sl, 1124sl,1019sl, 926sl, 877sl, 811sl, 766sr, 689sl, 650sl, 609sl, 548sl, 475 
sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,34 (d, J = 5,8, H-C(2)), 8,09-8,05 (m, H-
C(8)), 7,81-7,77 (m, H-C(5)), 7,64-7,58 (m, H-C(7)), 7,45-7,39 (m, H-C(6)), 6,51 (d, J 
= 5,5, H-C(3)), 3,42 (t, 2H, J = 7,1, ArNHCH2-), 2,79 (t, 2H, J = 7,0, 
ArNHCH2CH2CH2-), 1,89 (quin, 2H, J = 7,1, ArNHCH2CH2-).
13
C NMR (125 MHz, 
CD3OD, δ): 152,62; 151,26; 148,93; 130,43; 128,83; 125,58; 122,14; 120,31; 99,18; 
41,66; 40,33; 32,25. HRMS: m/z 202,13373 odgovara molekulskoj formuli C12H15N3H
+
 
(greška u ppm -0,73). 
 
N-(hinolin-4-il)butan-1,4-diamin (AQ8).
85
  
AQ8 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4-
hlorhinolina (200,0 mg, 1,222 mmol) i 1,4-diaminobutana (754,3 
mg, 8,557 mmol). Obrada reakcione smeše se vrši izlivanjem u 
smešu led/voda. Prinos 263,2 mg (69%). Bela kristalna supstanca. 
IR (ATR): 3011j, 2941j, 2858j, 1668sl, 1581j, 1544j, 1502sl, 1477sr, 1441sr, 1406sl, 
N
NH NH2
N
NH
NH2
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1378sr, 1345sr, 1293sl, 1260sl, 1224sl, 1158sl, 1127sl, 1095sl, 1028sl, 978sl, 957sl, 
929sl, 894sl, 863sl, 809sr, 771sr, 685sl, 599sl, 546sl, 509sl, 472sl cm
-1
. 
1
H NMR (200 
MHz, CD3OD, δ): 8,27 (d, J = 5,6, H-C(2)), 8,07-7,99 (m, H-C(8)), 7,79-7,70 (m, H-
C(5)), 7,60-7,49 (m, H-C(7)), 7,40-7,29 (m, H-C(6)), 6,38 (d, J = 5,6, H-C(3)), 3,26 (t, 
2H, J = 7,3, ArNHCH2-), 2,61 (t, 2H, J = 6,7, ArNHCH2CH2CH2CH2-), 1,78-1,42 (m, 
4H, ArNHCH2CH2CH2-). 
13
C NMR (50 MHz, CD3OD, δ): 152,63; 151,29; 148,96; 
130,44; 128,86; 125,54; 122,25; 120,32; 99,14; 43,79; 42,30; 31,38; 26,86. HRMS: m/z 
216,14980 odgovara molekulskoj formuli C13H17N3H
+
 (greška u ppm 1,27). 
 
N-(hinolin-4-il)heksan-1,6-diamin (AQ9). 
AQ9 se sintetiše po opštem postupku H, korišćenjem 4-
hlorhinolina (1,00 g, 6,11 mmol) i 1,6-diaminoheksana (4,97 
g, 42,8 mmol). Obrada reakcione smeše se vrši ekstrakcijom, 
a sirovi proizvod preĉisti hromatografijom na stubu (dry-
flash, SiO2, eluent CH2Cl2, CH2Cl2/MeOH (NH3 zas.) gradijent od 9/1 do 8/2). Prinos 
1,21 g (81%). Ulje, ţute boje. IR (ATR): 3318sr, 3079sl, 2928sr, 2854sr, 1618sl, 1582j, 
1545sr, 1502sl, 1468sl, 1439sr, 1376sl, 1342sl, 1262sl, 1126sl, 935sl, 884sl, 809sl, 
771sl cm
-1
. 
1
H NMR (500 MHz, CD3OD, δ): 8,34 (d, J = 5,7, H-C(2)), 8,11-8,07 (m, H-
C(8)), 7,83-7,79 (m, H-C(5)), 7,63-7,59 (m, H-C(7)), 7,44-7,39 (m, H-C(6)), 6,45 (d, J 
= 5,5, H-C(3)), 3,34-3,30 (m, 2H, ArNHCH2-), 2,61 (t, 2H, J = 7,1, ArNH(CH2)5CH2-), 
1,77-1,70 (m, 2H, ArNHCH2CH2-), 1,51-1,34 (m, 6H, ArNH(CH2)2CH2CH2 CH2-). 
13
C 
NMR (125 MHz, CD3OD, δ): 152,61; 151,23; 148,94; 130,37; 128,82; 125,48; 122,18; 
120,28; 99,09; 43.90; 42,48; 33,81; 29,41; 28,09; 27,78. HRMS: m/z 244,18071 
odgovara molekulskoj formuli C15H21N3H
+
 (greška u ppm -0,49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
N
NH
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◘ Protokoli bioloških testova 
 
OdreĎivanje toksičnosti prema HepG2 ćelijskoj liniji i in vitro metabolizam u 
mišjim i humanim mikrozomima jetre (MLM, HLM).  
Eksperimenti su izvršeni prema protokolima koji su detaljno opisani u literaturi.163 
 
OdreĎivanje toksičnosti u in vivo uslovima (prema embrionima zebra-ribica). 
Toksiĉnost jedinjenja 17 (JK141) prema embrionima zebrice (Danio rerio) procenjena 
je prema opštim pravilima OECD Smernica za testiranje hemikalija.164 Svi eksperimenti 
izvedeni su u skladu sa Evropskom direktivom 2010/63/EU i etiĉkim smernicama 
Vodiĉa za brigu i korišćenje laboratorijskih ţivotinja Instituta za molekularnu genetiku i 
genetiĉko inţenjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Odrasle zebrice (Danio rerio, divlji 
soj) ĉuvane su u ribljem medijumu na 28 °C, sa 14 sati svetlo/10 sati mrak ciklusima i 
redovno su hranjene dva puta dnevno komercijalnom suvom hranom (TetraMin™ 
flakes; Tetra, Melle, Nemaĉka) i jednom dnevno sa Artemia nauplii. Embrioni su 
dobijeni mrešćenjem, sakupljeni i rasporeĊeni u ploĉe sa 24 bunara (10 embriona po 
bunaru i 1 mL vode (0,2 g/L Instant Ocean
®
 Salt u destilovanoj vodi). Ploĉe su 
inkubirane na 28 °C. Embrioni su 6 h posle fertilizacije (hpf) tretirani razliĉitim 
koncentracijama jedinjenja 17 (JK141) (2,5; 5; 10; 20; 30, 40 i 50 µM), hlorokin-
difosfatom kao pozitivnom kontrolom i 0,1% DMSO kao negativnom kontrolom. 
Eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa 40 embriona za svaku koncentraciju jedinjenja. 
Apikalne taĉke za procenu toksiĉnosti su zabeleţene posle 24, 48, 72, 96 i 120 h 
pomoću invertnog mikroskopa (CKX41; Olympus, Tokio, Japan). Posle 120 h, embrioni 
su anestezirani dodatkom 0,1% (w/v) rastvora trokaina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), fotografisani i uništeni zamrzavanjem na –20 °C ≥ 24 h. LC50 vrednosti su 
izraĉunate korišćenjem programa ToxRatPro (ToxRat®, Software for the Statistical 
Analysis of Biotests, ToxRat Solution GmbH, Alsdorf, Germany, Version 2.10.05). 
 
OdreĎivanje toksičnosti u in vivo uslovima (model miša). 
Eksperimenti na miševima su izvršeni u Centru izuzetnih vrednosti za zoonoze 
prenošene hranom i vektorima Instituta za medicinska istraţivanja, uz dozvolu Etiĉkog 
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saveta za rad sa eksperimentalnim ţivotinjama (rešenje Uprave za veterinu Ministarstva 
poljoprivrede i zaštite ţivotne sredine br. 323-07-02444/2014-05/1). Toksiĉnost 
jedinjenja u in vivo uslovima ispitana je korišćenjem zdravih C57B1/6 miševa, koji su 
uzgajani u vivarijumu Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Proseĉna masa miševa 
na poĉetku eksperimenta bila je 19-21 g. Miševi su ĉuvani u odgovarajućim kavezima, 
izlagani prirodnoj svetlosti, uz uzimanje hrane i vode ad libitum. Jedinjenja su u dozi 
2,5-600 mg/kg administrirana oralno (u vidu suspenzije 0,5%HEC/0,1%Tween 80 u 
vodi), intraperitonealno (PEG400/H2O) ili supkutano (PEG400/H2O). Ponašanje miševa 
je praćeno dva puta dnevno tokom 30 dana. Jedinjenje je definisano kao netoksiĉno 
ukoliko svi miševi doţive 31. dan, bez ispoljavanja vidljivih znakova toksiĉnosti, kao 
što su nakostrešeno krzno, usporenost, letargija, odsustvo apetita, dijareja i sliĉno. 
 
In vitro HPLC proteolitički esej za odreĎivanje inhibicije BoNT/A LC.  
Eksperiment je izvršen u United States Army Medical Research Institute of Infectious 
Diseases (USAMRIID). Esej se radi u mikrotitar ploĉicama i koristi 2,5 mM osnovni 
rastvor 17-mer peptida (P39, acetil-SNKTRIDEANQRATKML-amid) u 50 mM 
HEPES na pH 7,4. Krajnja koncentracija inhibitora bila je 20 µM, dobijena 
razblaţivanjem osnovnog rastvora koncentracije 120 µM u 50 mM HEPES pH 7,4. 
Neposredno pre eseja, LcA je razblaţen na krajnju koncentraciju od 0,1 mg/mL u 50 
mM HEPES pH 7,4 i ĉuvan na ledu. Krajnje koncentracije su bile: [LcA] = 1,95 μg/mL 
(20 nM), [BSA] = 0,2 mg/mL, [P39] = 0,25 mM, [Inhibitor] = 20 μM u ukupnoj 
zapremini od 30 µL. 5 μL radnog rastvora jedinjenja koncentracije 120 μM je 
termostatirano sa LcA i BSA u 50 mM HEPES 10 minuta na sobnoj temperaturi. 
Supstrat P39 je zatim dodat i smeša termostatirana još 10 minuta na 37 °C. Proizvodi 
hidrolize supstrata P39 su analizirani pomoću Shimadzu Prominence ultra-fast liquid 
chromatography (UFLC) XR sistem koji koristi Hypersil Gold Javelin (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA) C18 guard kolonu i Hypersil Gold (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA) C18 reverzno-faznu analitiĉku kolonu (50 × 2,1 mm, 1,9 µm). Protok je 
iznosio 1 mL/min. Temperatura je odrţavana na 65 °C. Apsorbancija je praćena na 
talasnim duţinama 214 nm i 280 nm. Kao mobilna faza korišćeni su 0,05% 
trifluorsirćetna kiselina u vodi (A) i 50% acetonitril + 0,05% trifluorsirćetna kiselina 
(B). Retenciona vremena praćenih fragmenata bila su 0,9-1,1 min i 1,3-1,5 min.  
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Esej u motornim neuronima. 
Eksperimenti su izvršeni u United States Army Medical Research Institute of Infectious 
Diseases (USAMRIID). Korišćeni su motorni neuroni razvijeni iz embrionalnih 
matiĉnih ćelija miša (HBG3 ćelijska linija). Detalji postupka dobijanja motornih 
neurona nalaze se u prethodno objavljenoj literaturi.
127,128
 Za preintoksikacione eseje, 
motorni neuroni su rasporeĊeni u bunarĉiće mikrotitar ploĉice (12-well plate) i tretirani 
sa odgovarajućom koncentracijom inhibitora. Posle 30 minuta termostatiranja, dodat je 
holotoksin BoNT/A u koncentraciji 500 pM BoNT/A (MetaBiologics, Madison, WI). U 
sluĉaju postintoksikacionih eseja, motorni neuroni su prvo tretirani sa 500 pM BoNT/A, 
a zatim su 30 ili 60 minuta kasnije dodati inhibitori. U oba sluĉaja ukupno vreme 
termostatiranja je bilo 4 h na 37 °C u atmosferi 5% CO2. Ćelije su potom dobro isprane 
PBS-om, a liziranje je izvršeno pomoću NP-40 pufera. Procenat hidrolize SNAP-25 
kvantifikovan je pomoću Western blot tehnike korišćenjem SNAP-25 antitela koja 
detektuju netaknuti SNAP-25, ali i hidrolizovani ostatak.
37,38
 Ukratko, ćelijski lizati su 
obraĊeni, postavljeni na 12% Tris-glicin gelove (Invitrogen, #XP00125), pa proteini 
preneti na nitroceluloznu membranu. Membrane su blokirane pomoću 5% nemasnog 
mleka tokom 1 h, a potom termostatirane preko noći na 4 °C sa primarnim antitelima za 
GAPDH (Millipore, #MAB374) i SNAP-25 (BioLegend, SMI-81, #836304) u TBST 
puferu koji sadrţi 5% mleka. Za detekciju signala korišćena su sekundarna antitela 
konjugovana za peroksidazu rena (HRP, Millipore). Western blot je vizualizovan 
pomoću Pierce ECL Western kita za detekciju.  
 
Ispitivanje ADMET osobina jedinjenja 17 (JK141).  
Eksperimenti su izvršeni u Department of Defense, ADMET Center USAMRICD, 
Gunpowder, Maryland. 
 
Spektrofluorimetrijsko odreĎivanje konstante vezivanja 17 (JK141) za HSA i 
AGP.
165
 
Humani serum albumin (HSA), kiseli α-1 glikoprotein (AGP), kalijum-dihidrogenfosfat, 
natrijum-hidrogenfosfat, natrijum-hlorid, kalijum-hlorid, DMSO i ANS su kupljeni od 
Sigma Aldrich. Fluorescentni spektri su snimani u kvarcnoj kiveti (duţine optiĉkog puta 
1 cm i zapremine 4 mL) na Horiba Jobin Yvon Fluoromax-4 spektrometru, opremljenim 
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Peltier-ovim elementom i magnetnom mešalicom za kivetu. UV-Vis spektri su snimani 
na Thermo scientific evolution 60 s spektrofotometru u kvarcnoj kiveti (duţine optiĉkog 
puta 1 cm i zapremine 4 mL) u oblasti 200-500 nm, brzinom snimanja od 500 nm/min i 
uz odgovarajuću slepu probu. pH Vrednosti rastvora su merene pomoću Crison pH-
Burette 24 2S opremljenom kombinovanom mikro pH elektrodom (Crison pH electrode 
50 29). pH Elektroda je kalibrisana pomoću standardnih rastvora Crison pufera (pH 
4,01; 7,00 i 9,21). Osnovni rastvori AGP (c=6,0510-5 M) i HSA (c=1,9110-4 M) su 
pripremljeni u PBS (1X, pH 7,34) i ĉuvani u friţideru. Osnovni rastvor 17 (JK141) 
(c=4,2810-4 M) je pripremljen u DMSO. Za odreĊivanje vezivanja 17 (JK141) za HSA 
i AGP, rastvori proteina (c=510-7 M) su sveţe pripremljeni od osnovnog rastvora 
dodatkom pufera. Rastvor HSA/AGP je titrovan rastvorom 17 (JK141). Tokom titracije 
rastvori su mešani i termostatirani (t=25,0±0,1C). Vreme izmeĊu dodatka inkremenata 
je bilo 10 minuta. Talasna duţina ekscitacije je bila 280 nm, sa otvorom izvora 5 nm; 
emisioni spektri su snimani u oblasti talasnih duţina 300-450 nm, sa otvorom detektora 
5 nm i vremenom integracije 0,1 s. Pozadinski signal PBS je korigovan u svakom 
spektru. Intenziteti fluorescencije su korigovani za efekat samogašenja merenjem 
apsorbancije na talasnoj duţini ekscitacije i emisije.135 Za eksperiment sa ANS-om, u 
kvarcnu kivetu za spektrofluorimetar odmereno je 3,000 mL rastvora fosfatnog pufera 
(c
tot
=30 mM, I=0,1 M, pH 7,36), 8,36 µL rastvora HSA (c=1,80×10
-4 
M) i 1,44 µL ANS 
(c=1,04×10
-3
 M). Koncentracije HSA i ANS-a u kiveti: c=5×10
-7
 M (molski odnos 
HSA/ANS 1:1). Rastvor je mešan na magnetnoj mešalici 10 minuta na 25,0±0,1 °C. 
Zatim je titrovan sa rastvorom 17 (JK141) koncentracije 4,28×10
-4
 M u alikvotima od 
po 0,7-2,1 µL. Posle svakog dodatka 17 (JK141) i 10 minuta mešanja snimljeni su 
fluorescentni spektri u opsegu talasnih duţina 400-550 nm. Talasna duţina ekscitacije je 
iznosila 370 nm (Širina razreza na ekscitacionom monohromatoru: 5 nm, širina razreza 
na emisionom monohromatoru: 5 nm). UV/VIS spektri su snimani u oblasti talasnih 
duţina 200-500 nm, brzinom skeniranja od 500 nm/min. 
 
Hromatografsko odreĎivanje procenta vezivanja 17 (JK141) za HSA i AGP.165 
Eksperimenti su izvršeni u Bio-mimetic Chromatography, Hertfordshire, United 
Kingdom. Za odreĊivanje vezivanja za AGP korišćena je kolona 150 × 3 mm (Chiral 
Technologies Ltd) sa stacionarnom fazom za koju je hemijski vezan AGP. Kao mobilna 
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faza korišćen je izopropanol/acetatni pufer pH=7,4 (gradijent 0 do 35 % izopropanola 
tokom 3,5 minuta).
166
 
Za odreĊivanje vezivanja za HSA takoĊe je korišćena kolona 150 × 3 mm (Chiral 
Technologies Ltd) sa stacionarnom fazom za koju je hemijski vezan HSA. Korišćen je 
izopropanolni gradijent 0-40% tokom 3,5 minuta, po postupku koji je opisan u 
literaturi.
167
 Rezultati su dobijeni analiziranjem odgovarajućih UV spektara. 
 
Uticaj vezivanja jedinjenja 17 (JK141) na promenu sekundarne strukture HSA 
pomoću FTIR.168,169 
Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom sa umanjenom ukupnom 
refleksijom (engl. attenuated total reflectance - ATR) i rezolucijom 2 cm
-1
 raĊena je na 
instrumentu Nicolet 6700 FT-IR sa softverom OMNICS verzija 7,0 (Thermo Scientific, 
SAD). Pripremljeni su poĉetni rastvori Tris pufera (Ctris=30 mM; CNaCl=120 mM; 
pH=7,37), HSA/Tris (CHSA=1,3510
-5
 M) i 17(JK141)/DMSO/Tris (CJK141=9,4010
-4
 
M). Radne koncentracije rastvora su iznosile: CHSA=510
-6
 M, CJK141=5,0010
-6 
M (1 
ekv), CJK141=2,5010
-5 
M (5 ekv) i CJK141=5,0110
-5 
M (10 ekv). Na postolje za 
snimanje spektara sa dijamantskim kristalom (Smart Orbit, Thermo Scientific, USA) 
nanošeno je 2 μL rastvora uzorka, a zatim rastvaraĉ uparavan pod strujom azota sve do 
dobijanja tankog ATR filma. Za svaki spektar sakupljeno je po 64 snimka. Spektri su 
korigovani i obraĊeni u softveru OMNICS da bi se uklonio šum (za faktor 6,750 cm-1). 
TakoĊe je uraĊena i automatska korekcija za dijamantski kristal. 
 
OdreĎivanje kiselinskih konstanti (pKa vrednosti). 
Kiselinske konstante za jedinjenja 91-93 su odreĊene potenciometrijski u rastvoru 
MeOH:H2O (1:1, v:v) na temperaturi 25±1 °C i pri konstantnoj jonskoj sili (I = 0,1 M, 
NaCl). Rastvori NaOH (0,1102 M) i HCl (0,1229 M) su pripremljeni u MeOH:H2O 
(1:1, v:v). Jedinjenje je rastvoreno u metanolu, a zatim razblaţeno istom zapreminom 
0,2 M vodenog rastvora NaCl (c = (0,5-0,7)×10
-3 
M). Neposredno pre titracije, 100 μL 
0,1229 M rastvora HCl je dodato u 4,00 mL rastvora jedinjenja. Titracija je vršena sa po 
2-3 μL 0,1102 M rastvora NaOH (opseg pH 1,8-12,2). U sluĉaju jedinjenja 17 (JK141), 
koncentracija jedinjenja je iznosila c = 4,483×10
-4 
M, koncentracija HCl 0,1181 M, a 
koncentracija NaOH 0,0764 M. Vrednosti pKa su dobijene kao srednja vrednost pet 
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nezavisnih eksperimenata, korišćenjem programa HyperQuad 2008.170 Dobijene 
vrednosti pKa pri jonskoj sili 0,1 M i u sistemu MeOH/H2O korigovane su na vrednosti 
u ĉistoj vodi pri nultoj jonskoj sili kalibracijom sistema elektroda - pH-metar - titrator 
Granovom metodom.  
 
OdreĎivanje rastvorljivosti 17 (JK141) shake-flask metodom. 
Pripremljene su 3 probe zasićenog rastvora 17 (JK141) tako što je supstanca u višku 
(m=1,0±0,1 mg) dodata u po 1,00 mL TBS (pH 7,31; 30 mM Tris; 0,15 M NaCl). 
Uzorci su mešani i termostatirani (t=25±1ᵒC) u staklenim posudama tokom ~16 h. Posle 
mešanja, probe su stajale ~12 h da se talog slegne, a zatim je centrifugiranjem odvojen 
višak ĉvrste supstance. Koncentracija 17 (JK141) u supernatantu je odreĊena 
spektrofotometrijski. Rastvori za kalibracionu pravu (c = (0,5–3,0)10-5 M) pripremljeni 
su od osnovnog rastvora 17 (JK141) u MeOH (c = 3,6710-4 M) tako da ukupna 
zapremina MeOH u TBS nije prelazila 8% (v). UV/Vis spektri su snimljeni na Thermo 
scientific spektrofotometru u opsegu talasnih duţina 220–600 nm. Za korekciju bazne 
linije korišćeni su spektri rastvora TBS. 
 
OdreĎivanje logD shake-flask metodom.171 
Metanol i 1-oktanol su kupljeni od Sigma Aldrich. Za pripremu osnovnog rastvora za 
konstruisanje kalibracione prave odmereno je 0,65 mg 17 (JK141) i rastvoreno u 2,500 
mL metanola (c = 3,67×10
-4
 M). Radni rastvori napravljeni su u TBS puferu (Tris 
Buffered Saline), pH=7,31. Koncentracije radnih rastvora su bile 0,50×10
-5 
M; 1,00×10
-
5 
M; 1,50×10
-5 
M; 2,00×10
-5
 M i 3,00×10
-5
 M (zapreminski udeo metanola iznosio je 
1,34-7,56%). UV/Vis spektri su snimani u oblasti talasnih duţina 220-500 nm, a 
merenja su izvedena na talasnim duţinama 341,4 nm i 329,7 nm. Zatim su izvedene 2 
serije proba, tako što je u prvoj seriji zapreminski odnos oktanola i TBS pufera bio 
0,033, a u drugoj 0,025. Prva serija (3 probe): za pripremu osnovnog rastvora odmereno 
je 0,90 mg 17 (JK141) i rastvoreno u 0,500 ml oktanola zasićenog TBS puferom, 
pH = 7,31 (c = 0,0025 M). 100,0 µL ovog rastvora je mućkano sa 3,000 ml TBS pufera 
(prethodno zasićenog oktanolom) tokom 20 h na 25±1 °C, a nakon mućkanja rastvori za 
snimanje su razblaţeni 3 puta. Druga serija (3 probe): za pripremu osnovnog rastvora 
odmereno je 0,70 mg 17 (JK141) i rastvoreno u 0,400 mL oktanola zasićenog TBS 
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puferom pH = 7,31 (c = 0,0025 M). 75,0 µL ovog rastvora je mućkano sa 3,000 mL 
TBS pufera (prethodno zasićenog oktanolom) 20 h na 25±1 °C, a nakon mućkanja 
rastvori za snimanje su razblaţeni 2 puta. Rezultati za logD, kao i srednja vrednost sa 
standardnom devijacijom na talasnoj duţini od 341,4 nm i 329,7 nm, izraţeni su kao 
srednja vrednost 12 nezavisnih eksperimeneta. 
  
OdreĎivanje logD reverzno-faznom tankoslojnom hromatografijom.172 
Korišćena je vertikalna kada dimenzija 10x10cm (Camag, Muttenz, Switzerland). 
Standardi i ispitivane supstance su hromatografisani korišćenjem komercijalno dostupne 
stacionarne faze RP-18 W F254s (Art. 13124, Merck, Darmstadt, Germany) i mobilne 
faze koja se sastojala od acetona/NH3/H2O (85/5/10) ili metanola/HCl (70/30). Sve 
supstance su rastvorene u vodi. 0,5 mL rastvora c ~1 mg/mL je naneto na ploĉicu. 
Detekcija je izvršena korišćenjem UV lampe 254 nm. Svi eksperimenti su izvršeni na 
sobnoj temperaturi (22±2 °C). Particioni koeficijenti standarda su korelisani sa RM 
vrednostima za 1,4-naftohinon (-0,52), 3-nitrobenzaldehid (-0,52), hlorokin (0,55), 4-
bromanilin (-0,43), hidrohinon (-0,87), 2-tiofenkarbaldehid (-0,60), 2-bromtiofen (-
0,31), AQ2 (-0,33), AQ3 (-0,14), difenilamin (-0,07), p-anizidin (-0,58) i fluoren (0,05). 
RM = 0,288 – 0,934logD; R
2
 = 0,925; N = 15, SD =0,145; P < 0,0001. logD vrednosti 
ispitivanih supstanci su izraĉunate iz kalibracione prave dobijene na ovaj naĉin. 
 
In vivo farmakokinetička analiza.  
Eksperimenti na miševima su izvršeni u Laboratoriji za parazitologiju Instituta za 
medicinska istraţivanja, uz dozvolu Etiĉkog saveta za rad sa eksperimentalnim 
ţivotinjama (rešenje Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede i zaštite ţivotne 
sredine br. 323-07-02444/2014-05/1). Analiza uzoraka je izvršena u Odeljenju za 
instrumentalnu analizu, IHTM. Korišćeni su C57Bl/6 miševi, na koje je primenjen isti 
tretman kao i u sluĉaju eksperimenata toksiĉnosti. Jedinjenje 17 (JK141) je rastvoreno u 
DMSO, a zatim suspendovano u 0,5% HEC – 0,1% Tween 80 u vodi (za oralnu 
administraciju) ili u smeši PEG400/voda (za intraperitonealnu i supkutanu 
administraciju). Krv je vaĊena iz srca miševa, prethodno anesteziranih pomoću 
hloroforma. Uzorci su momentalno centrifugirani i serum ĉuvan na -20 °C do trenutka 
analize. Ukupna koncentracija jedinjenja u serumu je odreĊena posle precipitacije 
221 
 
proteina acetonitrilom (50 μL uzorka i 100 μL acetonitrila). Uzorci su drţani na 
vorteksu 15 sekundi i u ultrazvuĉnom kupatilu 30 minuta. Posle centrifugiranja (10 
minuta, 13400 rpm), supernatant je analiziran na UPLC/MS-MS. Za odreĊivanje 
koncentracije slobodnog 17 (JK141), korišćen je metod ultracentrifugiranja. 150 μL 
uzoraka mišjih seruma su centrifugirani na Beckman Coulter ultracentrifugi (rotor tip 
SW55 Ti, 25 000 rpm, 24 h, 4 °C, 0,8 mL kivete). Mišji serum je razdvojen u tri sloja i 
30 μL transparentnog srednjeg sloja je izvuĉeno pomoću šprica i injektovano u UPLC-
MS/MS. Kalibracione krive su pripremljene korišćenjem humanog seruma koji je 
prikupljen od zdravih volontera i ĉuvan u friţideru do trenutka analize. U sluĉaju 
odreĊivanja ukupne koncentracije, osnovni rastvor 17 (JK141) je priprempljen u 
DMSO, a radni rastvori napravljeni u humanom serumu od osnovnog rastvora. Sveţe 
pripremljeni rastvori su zatim termostatirani 30 minuta na 37 °C i tretirani acetonitrilom 
na isti naĉin kao i uzorci iz miša. Za odreĊivanje koncentracije slobodnog 17 (JK141), 
radni rastvori su napravljeni u supernatantu koji zaostaje posle ultracentrifugiranja 
humanog seruma pod istim uslovima kao kod uzoraka iz miševa. Koncentracije 
jedinjenja u mišjem serumu su odreĊene pomoću Waters Acquity UPLC H-Class 
(WAT-176015007) (Milford, MA,USA) sa Poroshell 120 EC-C18 kolonom (4.6 × 
50mm, 2.7µ, S.N. USCFU07797) i masenim detektorom (Waters TQ (Tandem 
Quadrupole, WAT-176001263)). Korišćen je SIR metod (single ion recording 
experiment), uz praćenje tri jona: [M+H]1+ (709), [M+2H]2+ (355) i [M+3H]3+ (237). 
Temperatura kolone je odrţavana na 40 °C. Protok mobilne faze bio je 0.3 mL/min. 
Mobilnu fazu saĉinjavala je 0,2% mravlja kiselina u ultraĉistoj vodi (TKA Germany 
MicroPure sistem za preĉišćavanje vode, 0,055 μS/cm) (rastvaraĉ A) i acetonitril 
(rastvaraĉ B), po sledećem gradijentu: 0-2 min 5%B, 2-8 min 5%B→ 95%B, 8-12 min 
95%B, 12-12,5 min 95%B→ 5%B, 12,5-15 min 5%B. Injekciona zapremina bila je 10 
μL. Za detekciju ukupne koncentracije limit detekcije (LOD) bio je 1 μg/mL (S/N > 
3:1), a limit kvantifikacije (LOQ) 2 μg/mL (S/N ≥ 10:1). 
 
In vitro antimalarijska aktivnost prema aseksualnoj formi parazita.  
Eksperimenti su izvršeni u Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR), Silver 
Spring, USA. Korišćen je Malaria SYBR Green I - Based Fluorescence (MSF) esej,173 
koji se izvodi u mikrotitar ploĉama i meri koliĉinu malarijske DNK u prisustvu 
jedinjenja, tako što dolazi do interkalacije SYBR Green I boje u DNK parazita. 
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Rezultujuća fluorescencija odgovara broju parazita. Korišćeni su sledeći P. falciparum 
sojevi: D6 (CDC/Sierra Leone), TM91C235 (WRAIR, Thailand) i W2 (CDC/Indochina 
III). Jedinjenja su testirana u opsegu koncentracija 0,5 – 10000 ng/ml. Kao kontrolno 
jedinjenje korišćeni su hlorokin i meflokin. Mikrotitar ploĉice su popunjavane 
automatski pomoću Tecan Freedom Evo liquid handling system (Tecan US, Inc., 
Durham, NC) instrumenta. Bunarĉići mikrotitar ploĉica su prvo tretirani rastvorima 
ispitivanih i kontrolnih jedinjenja, zatim su dodati paraziti P. falciparum sojeva u formi 
kasnih prstenova ili ranih trofozoita (parazitemija 0,3%; hematokrit 2%) i termostatirani 
na 37 °C u atmosferi 5% CO2, 5% O2 i 90% N2, tokom 72 h. Zatim su dodati 20 mM 
Tris HCl, 5mM EDTA, 1,6% Triton X, 0,016% saponin i SYBR green I boja 
(Invitrogen, Catalog #S-7567). Posle termostatiranja na sobnoj temperaturi 24 h, merena 
je relativna fluorescencija pomoću Tecan Genios Plus (Tecan US, Inc., Durham, NC). 
IC50 vrednosti su generisane pomoću GraphPad Prism programa (GraphPad Software 
Inc., SanDiego, CA) korišćenjem nelinearne regresije (sigmoidal dose-response/variable 
slope). 
 
In vitro antimalarijska aktivnost prema seksualnoj formi parazita.  
Eksperimenti su izvršeni u laboratoriji prof. dr Donatelle Taramelli, Univerziteta u 
Milanu. Kultura gametocita je odrţavana po protokolu opisanom u literaturi.174 U svim 
eksperimentima je korišćen transgenski soj 3D7-CBG99,175 koji eksprimira CBG99 
luciferazu pod kontrolom gametocit-specifiĉnog pfs16 promotora. Aktivnost luciferase 
je uzeta kao mera vijabilnosti gametocita. Metilensko plavo je korišćeno kao pozitivna 
kontrola. IC50 vrednosti su dobijene nelinearnom regresijom korišćenjem programa 
software Gen5 1.10, Synergy4 plate reader, Biotek. 
 
OdreĎivanje inhibicije graĎenja β-hematina. 
Korišćen je postupak koji je opisan od strane Taramelli i saradnika.176 Rezultati su 
izraţeni kao molarni ekvivalenti jedinjenja u odnosu na hemin koji vrše inhibiciju 
graĊenja β-hematina 50%. 50 μL 16 mM rastvora hemina u DMSO je rasporeĊeno u 
ependorf-tube od 1,5 mL. 80 mM rastvor jedinjenja u DMSO je zatim dodat u opsegu 
0,125-5 molskih ekvivalenata. Ĉist DMSO je dodat umesto jedinjenja u kontrolne 
uzorke. Zatim je u svaku tubu dodato 100 μL vode (TKA Germany MicroPure sistem za 
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preĉišćavanje vode, 0,055 μS/cm). Formiranje β-hematina je inicirano dodatkom 200 μL 
8 M acetatnog pufera (pH=5,2). Koncentracija DMSO je bila 25%. Uzorci su 
termostatirani na 37,0 ± 0,1 °C tokom 18 h, a zatim centrifugurani. Zaostali talog je 
resuspendovan u 0,5 mL DMSO, kako bi se odstranio neizreagovani hematin. Uzorci su 
ponovo centrifugirani, supernatant odbaĉen, a talog (β-hematin) rastvoren u 1 mL 0,1 M 
NaOH. Alikvoti od po 10 μL su prebaĉeni u bunarĉiće mikrotitar ploĉice (sa 96 
bunarĉića). Dodato je 190 μL 0,1 M NaOH. 200 μL 0,1 M NaOH je korišćeno kao 
kontrola. Apsorbancija je merena na 405 nm, sa korekcijom na 670 nm. Kalibraciona 
kriva je konstruisana od rastvora hemina u 0,1 M NaOH u opsegu 0,4-4,0 ×10
-5 
M. 
 
OdreĎivanje antimalarijske aktivnosti u in vivo uslovima. 
Benzotiofenski derivati aminohinolina testirani su u modelu eksperimentalne malarije 
miša, korišćenjem modifikovanog Thompson-ovog testa. Eksperimenti su izvršeni u 
Centru izuzetnih vrednosti za zoonoze prenošene hranom i vektorima Instituta za 
medicinska istraţivanja, uz dozvolu Etiĉkog saveta za rad sa eksperimentalnim 
ţivotinjama (rešenje Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede i zaštite ţivotne 
sredine br. 323-07-02444/2014-05/1). Korišćeni su miševi soja C57Bl/6 koji je osetljiv 
na infekciju P. berghei, na koje je primenjen isti tretman kao i u sluĉaju ispitivanja 
toksiĉnosti. Grupama od po pet miševa su intraperitonealno ubrizgani P. bergehei 
(ANKA soj) eritrociti nultog dana. Jedinjenja su suspendovana u smeši 0,5% 
hidroksietilceluloze i 0,1% Tween 80 u vodi i administrirana oralno jednom dnevno 
(tokom 3 ili 4 dana), poĉevši od trećeg dana posle infekcije. Krvni razmaz uziman je 0, 
3, 6, 7, 10, 11, 14, 17, 18, 21, 24, 25, 28 i 31 dana posle infekcije radi odreĊivanja nivoa 
parazitemije. Miševi koji su doţiveli 31. dan bez bez parazitemije smatraju se izleĉenim. 
Za dodatnu potvrdu u odreĊenim grupama je ovo potvrĊivano i detekcijom parazitske 
DNK (qPCR). 
 
Ekstrakcija genomske DNK i qPCR analiza.
139
 
Eksperimenti su izvršeni u Centru izuzetnih vrednosti za zoonoze prenošene hranom i 
vektorima Instituta za medicinska istraţivanja. Genomska DNK (gDNK) je izolovana iz 
krvi i jetre miševa korišćenjem DNeasy kita (Qiagen) prema uputstvima proizvoĊaĉa. 
Miševi koji su preţiveli 31 dan bez parazitemije su ţrtvovani. IzvaĊene su im jetre i 
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300-500 μL krvi iz srca. Jetre su isprane sa dPBS i mehaniĉki homogenizovane, a zatim 
podvrgnute digestiji uz pomoć proteinaze K. Oko 100 μL uzoraka je propuštano kroz 
kolonu za esktrakciju gDNK. Real time PCR: Ukratko, prajmeri i odgovarajuća 
TaqMan proba umnoţavaju i detektuju visoko konzervirani region 18S rRNK gena roda 
Plasmodium. Korišćeni su sledeći prajmeri: uzvodni Plasmo 1: 5 -
GTTAAGGGAGTGAAGACGA TCAGA-3 i nizvodni Plasmo 2: 5-
AACCCAAAGACTTTGATTTC TCATAA-3 i TaqMan proba: 5-FAM-
ACCGTCGTAA TCTTAACCAT AAACTATGCC GACTAG-TAMRA-3. Komponente 
neophodne za jednu reakciju (20 μL): 1X MaximaProbe qPCR Mastermix (Thermo 
Fisher Scientific), 200 nM svakog prajmera, 50 nM probe, 1U UNG (Thermo Fisher 
Scientific) i 3 μL ciljne gDNK. Korišćeni su sledeći uslovi: 50 °C tokom 2 min, 95 °C 
tokom 10 min, 45 ciklusa na 95 °C tokom 15 s, 60 °C tokom 1 min. PCR eksperiment je 
izvršen na StepOne Plus instrumentu (Applied Biosystems). Uzorci kod kojih je Ct≥40 
(Ct, pragovni ciklus) su smatrani negativnim. Kao pozitivna kontrola korišćena je P. 
berghei gDNK, a kao negativna kontrola korišćena je voda. 
 
Molekulsko modelovanje. 
Sve strukture liganada su nacrtane, njigova geometrija optimizovana i odreĊeno njihovo 
stanje jonizacije u modulima Schr dinger Suite 2016-4 (Schr dinger, LLC: New York, 
NY, 2016) na naĉin opisan ranije.101 Simulacija vezivanja liganada je izvedena koristeći 
grid doking iz modula Glide (Glide, Schr dinger, LLC: New York, NY, 2017), uz 
standardnu preciznost i fleksibilan ligand, bez dodatnih ograniĉenja. Molekulsko 
modelovanje je vršeno u pH opsegu 7,0 ± 1,0, što odgovara pH vrednosti in vitro 
eksperimenata (pH 7,3). Strukture BoNT/A LC i vezivnog mesta odgovaraju 
strukturama u prethodno spomenutoj publikaciji.
101
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5. ZAKLJUČAK 
 
 U okviru ove doktorske disertacije sintetisana su 44 nova benzotiofenska i 12 
novih steroidnih derivata aminohinolina i ispitana njihova sposobnost da vrše inhibiciju 
botulinum neurotoksina tipa A i inhibiciju proliferacije parazita Plasmodium 
falciparum. Najaktivnija jedinjenja podvrgnuta su ispitivanju toksiĉnosti u in vitro i in 
vivo uslovima.   
  Na osnovu ranije predloţenog modela uklapanja inhibitora u aktivno mesto 
kratkog niza BoNT/A,
101
 izvršen je dizajn novih steroidnih i benzotiofenskih derivata 
aminohinolina. Strukturna raznovrsnost (razliĉiti supstituenti na benzotiofenskom i 
aminohinolinskom jezgru, kao i razliĉita struktura mosta) i rezultati in vitro aktivnosti 
prema BoNT/A LC, omogućili su SAR analizu u okviru svake pojedinaĉne grupe 
aminohinolinskih derivata. In vitro proteolitiĉki esej koji koristi kratki niz BoNT/A 
upotrebljen je za prvobitnu selekciju jedinjenja. Steroidni derivati aminohinolina su se 
pokazali kao bolji inhibitori BoNT/A LC od benzotiofenskih derivata, sa procentom 
inhibicije 37-85% vs 3-84% pri koncentraciji 20 μM. Kao logiĉan naredni korak, 8 
steroidnih i 7 benzotiofenskih najaktivnijih derivata testirano je u ćelijskoj kulturi, jer se 
na taj naĉin vrši simulacija kompletnog procesa intoksikacije. Umesto samo kratkog 
niza, u ovom eseju korišćen je holotoksin, a procenat oĉuvanog SNAP-25 uziman je kao 
mera aktivnosti jedinjenja u mES-MN. U preintoksikacionom modelu, i steroidni i 
benzotiofenski derivati aminohinolina su ostvarili visok procenat zaštite SNAP-25, do 
88% i 68%. Šest steroidnih i jedan benzotiofenski derivat, koji su prošli prvobitnu 
selekciju, dodati su ćelijskoj kulturi 30/60 minuta posle holotoksina, da bi se ispitao 
njihov potencijal da se koriste u terapeutske svrhe. Steroidni derivat 17 (JK141), sa 
99% zaštite SNAP-25 kada se primeni 30 minuta posle intoksikacije pri koncentraciji 20 
μM izdvojio se, ne samo u odnosu na ostale derivate prikazane u ovoj disertaciji, već i u 
odnosu na sve ostale male molekule do sada poznate u literaturi, kojima je ispitana 
aktivnost prema BoNT/A u razliĉitim ćelijskim kulturama, o ĉemu je bilo reĉi u 
poglavlju 2.1.2.4. Aktivnosti jedinjenja prema BoNT holotoksinu u motornim 
neuronima, koje su u dobroj saglasnosti sa rezultatima dobijenim u in vitro 
proteolitiĉkom eseju, predstavljaju dobru osnovu za tvrdnju da novosintetisani derivati, 
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obraĊeni u okviru ove disertacije, imaju sposobnost ulaska u ćeliju gde se ponašaju kao 
inhibitori BoNT/A LC. Osim toga, dobra korelacija izmeĊu rezultata postignutih u in 
vitro eseju i u neuronima, omogućila je detaljniju SAR analizu. U najranijim fazama 
razvoja nekog leka, ispitivanje i optimizacija fiziĉko-hemijskih osobina (poput 
lipofilnosti) i ADMET osobina je od izuzetne vaţnosti. Jedinjenje 17 (JK141) je u 
izvršenim in vitro esejima pokazalo izvrsne karakteristike, kojima bi se postigla 
odgovarajuća permeabilnost, rastvorljivost, stabilnost i bioraspoloţivost u in vivo 
uslovima. Izvršena je detaljna farmakokinetiĉka analiza jedinjenja u modelu miša. Iako 
nije postignuta ţeljena koncentracija jedinjenja u serumu, ĉinjenica da je ovo prvi 
primer malih molekula koji se ponašaju kao inhibitori kratkog niza BoNT/A, aktivnih u 
mES-MN kada se primene posle intoksikacije, upućuje na znaĉaj daljeg unapreĊenja 
ovih struktura (slika 68). Od izuzetne vaţnosti je napomenuti i da je prikazano 
jedinjenje 17 (JK141) pokazalo znaĉajno bolju aktivnost u odnosu na dosadašnje 
aminohinolinske derivate opisane u okviru iste istraţivaĉke grupe. Dodatno, detaljna 
farmakokinetiĉka analiza koja je izvršena za ovo jedinjenje predstavlja znaĉajan 
doprinos u polju razvoja novih inhibitora botulinum neurotoksina, imajući u vidu da je 
do sada ovakva studija sprovedena samo za nekoliko jedinjenja koja su podvrgnuta in 
vivo ispitivanju, o ĉemu je bilo reĉi u poglavlju 2.1.2.6.        
 
Slika 68. Pojednostavljenje strukture bis-aminohinolinskog derivata steroida koje je 
dovelo do inhibitora BoNT/A LC aktivnog u neuronima (mES-MN) posle intoksikacije 
 
 U drugom delu disertacije, ispitana je in vitro antimalarijska aktivnost svih 
sintetisanih benzotiofenskih derivata aminohinolina prema aseksualnim formama tri 
Plasmodium falciparum soja (D6, W2, TM91C235). Uopšteno govoreći, derivati su 
pokazali bolju aktivnost u odnosu na standardni lek hlorokin, ukazujući na znaĉajan 
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doprinos benzotiofenskog jezgra dobro poznatoj antimalarijskoj aktivnosti 
aminohinolina. Sva jedinjenja su ostvarila indeks rezistencije niţi od hlorokina, dok je 
nekoliko derivata pokazalo RI<1. U BHIA eksperimentu, jedinjenja su se pokazala do 
3,5 puta aktivnija od hlorokina. Osim toga, nekoliko derivata je pokazalo umerenu 
aktivnost prema gametocitima u fazi V Plasmodium falciparum soja 3D7, što ukazuje 
na potencijal ovih jedinjenja da se koriste za suzbijanje proliferacije Plasmodium 
parazita u više faza ciklusa. Jedinjenja su se pokazala kao netoksiĉna u in vivo uslovima 
u visokoj dozi (160 mg/kg/dan × 3 dana). U modelu eksperimentalne malarije miša, 
benzotiofenski derivati aminohinolina su doveli do produţetka srednjeg vremena 
preţivljavanja do ĉetiri puta u odnosu na inficirane neleĉene kontrolne miševe. Na 
kraju, istraţivanje u okviru ove doktorske disertacije dovelo je do otkrića jedinjenja 
77 (JK29), koje je u dozi 160 mg/kg/dan × 3 dana omogućilo izleĉenje 5/5 miševa 
inficiranih parazitima P. berghei, dok je u niskoj dozi (20 mg/kg × 4 dana) produţilo 
srednje vreme preţivljavanja dva puta u odnosu na kontrolu (slika 69).  
 
Slika 69. Antimalarijska aktivnost novih benzotiofenskih derivata aminohinolina 
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6. CONCLUSION 
 
 Herein we report on the synthesis of 44 new benzothiophene and 12 new 
steroidal derivatives of aminoquinoline and the evaluation of their biological activities 
as inhibitors of BoNT/A and inhibitors of Plasmodium falciparum parasite proliferation. 
The most active derivatives were also examined for their in vitro and in vivo toxicity.   
 We designed our new steroidal and benzothiophene derivatives of 
aminoquinoline according to previously published model for docking of small molecule 
inhibitors in BoNT/A LC active site.
101
 The results of the in vitro activities against 
BoNT/A LC for structures with different supstituents on the benzothiophene and 
aminoquinoline moiety, as well as diverse structures of the linker, enabled SAR studies 
within each series of aminoquinoline derivatives. In vitro proteolytic assay on BoNT/A 
LC was used for primary screening of the compounds. Steroidal derivatives of 
aminoquinoline proved to be better inhibitors of BoNT/A LC than benzothiophene 
derivatives, with 37-85% and 3-84% of BoNT/A LC inhibition at 20 μM, respectively. 
As a logical step in further investigation of drugs’ anti-BoNT/A potential, 8 steroidal 
and 7 benzothiophene derivatives that proved to be the most active were evaluated in 
the cell-based assays, since they mimic the whole intoxication process. Instead of 
BoNT/A LC, this assay uses BoNT/A holotoxin, and the percent of intact SNAP-25 was 
used as a measure of activity of compounds in mES-MNs. In preexposure model, both 
steroidal and benzothiophene derivatives showed remarkable activities and protected 
SNAP-25 from cleavage up to 88% and 68%, respectively. Using 30/60 minutes post-
exposure model, 6 steroidal and 1 benzothiophene derivative were examined for their 
potential to be used for therapeutic purposes. Steroidal derivative 17 (JK141) with 99% 
of protected SNAP-25 when administered 30 minutes post-intoxication at 20 μM 
highlighted, not only compared to other derivatives in this dissertation, but also 
compared to other small molecule inhibitors known in literature, which were examined 
in various cell cultures, discussed in chapter 2.1.2.4. Activities of compounds in mES-
MNs which are in good correlation with results obtained in in vitro proteolytic assay, 
indicate that newly synthesized molecules have the ability to enter the neurons thereby 
acting as BoNT/A LC inhibitors. Moreover, good correlation between results obtained 
in vitro and in motor neurons, enabled more detailed SAR analysis. In the early stages 
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of drug discovery, the optimization of physicochemical properties (e.g. lipophilicity) 
and ADMET properties is of significant importance. In these in vitro assays, compound 
17 (JK141) obtained remarkable characteristics, suggesting the great chance of 
obtaining the proper balance among permeability, solubility, stability and bioavailability 
in in vivo conditions. Detailed pharmacokinetic analysis of compound 17 (JK141) in 
mice was performed. Although adequate drug levels in mice serum were not achieved, 
the fact that this is the first example of LC inhibitors antagonizing BoNT intoxication in 
mES-MNs in a postexposure model, strongly supports further work in this series. The 
importance of this work also lies in the discovery of much more efficient BoNT/A 
inhibitor compared to other aminoquinoline derivatives reported by the same research 
group. Moreover, detailed pharmacokinetic study that was performed represents 
significant contribution in the field of new BoNT/A inhibitors, since such analysis was 
done only for few compounds that were subjected to in vivo evaluation (see Chapter 
2.1.2.6.).        
 In the second part of this dissertation, all synthesized benzothiophene derivatives 
of aminoquinoline were examined for their in vitro antimalarial activity against asexual 
forms of three P. falciparum strains (D6, W2, TM91C235). In general, these derivatives 
showed improved activities than standard drug CQ, signifying the important 
contribusion of benzothiophene moiety on already well known antimalarial activity of 
aminoquinolines. All compounds demonstrated resistance index lower than CQ, while 
few derivatives showed RI<1. In BHIA experiment, compounds proved to be up to 3.5 
times more active than CQ. Besides, few derivatives showed moderate activities against 
stage V gametocytes of P. falciparum 3D7 strain, indicating the potential of these 
derivatives to be used in several phases of the parasite cycle. At the highest applied dose 
(160 mg/kg/day × 3 days), compounds proved to be non-toxic in vivo. Examined in 
mice infected with P. berghei, benzothiophene derivatives of aminoquinoline prolonged 
mean survival time up to four times compared to infected control. The research 
conducted in this doctoral dissertation, led to compound 77 (JK29) that afforded cure 
for 5/5 P. berghei infected mice when applied at 160 mg/kg/day × 3 days dose and 
prolonged mean survival time two times compared to infected control at lower 20 
mg/kg × 4 days dose. 
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7. PRILOG 
 
◘ Pregled objavljenih in vivo studija na BoNT/A  
 
 
Tabela P1. Jedinjenja koja su testirana u in vivo modelu na BoNT/A  
 
Jedinjenje Doza i način 
adiministracije 
Rezultat 
2,4-DCH
45
 
Cl
Cl
N
H
O
OH
 
i.v. 0,1 mL 1mM 
rastvora jedinjenja, 
praćen i.p. 5LD50 
BoNT/A 
16% 
preţivelih 
(5/31) miševa, 
bez simptoma 
botulizma 
F4H
52
 
S
OH
NH
O
OH
O
N
NH2
F
 
i.p. 2 mg/kg, praćeno 
i.p. 5LD50 BoNT/A 
10% 
preţivelih 
miševa posle 5 
dana 
NSC99639
53
 
N N
ClCl
OH
NN
Cl
Cl
Cl
Cl
 
Jedinjenje pomešano sa 
BoNT/A, inkubirano 2 
h na 37 °C, a zatim 
administrirano i.v. 
(100-4690 M višak 
jedinjenja sa 1,05LD100 
toksina) 
50% 
preţivelih 
miševa pri 
višku 1200M i 
100% 
preţivelih 
miševa pri 
4690M višku 
NA-A1B2C10
45
 
N
O
N
O  
i.v. 0,1 mL 2,5M 
rastvora jedinjenja, 
praćen i.p. 5LD50 
BoNT/A 
Odloţilo smrt 
3 h u odnosu 
na kontrolu. 
Ne omogućava 
preţivljavanje 
miševa. 
ABS252
54
 i.v. 1 mg jedinjenja, Produţava 
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NN
H
F
N
H
O
SH
 
posle 5 minuta i.p. 10 
U BoNT/A 
ţivot 
miševima 
jedan i po put 
u odnosu na 
kontrolu. Ne 
omogućava 
preţivljavanje 
miševa. 
Cu(GTSM)
55
 
N
Cu
N
N
S S
N
NHNH  
i.p. 5LD50 BoNT/A, 4,6 
mg/kg jedinjenja 
administrirano s.c. 
posle 1 h 
Dovodi do 
produţetka 
ţivota u 
odnosu na 
kontrolu, ali 
ne i do 
izleĉenja. 
Dyngo-4a
57
 
OH
N
H
O
N
OH
OH
OH
 
i.p. 5LD50 BoNT/A, 
posle 3h i.p. 50 mg/kg 
rastvora jedinjenja 
30% 
preţivelih 
miševa posle 
24 h 
R12-R1-RGF
58 
oligoarginin-SNAP-25(80-196) sa RGF na C 
terminusu 
100 μg jedinjenja 
pomešano sa 4LD50 
BoNT/A LC 30 minuta 
pre administracije 
Omogućava 
preţivljavanje 
svih miševa. 
3,4-diaminopiridin (3,4-DAP) + antitelo
59 
Kombinovana terapija 
Antitelo administrirano 
2 h posle toksina, a 3,4-
DAP u dozi 10 mg/kg 
administriran 3 h posle 
toksina) 
50% miševa 
ostaje ţivo do 
kraja 
eksperimenta 
(5000 min). 
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◘ Aktivnost jedinjenja u mES-MN 
 
Tabela P2. Zavisnost oĉuvanja SNAP-25 od koncentracije primenjenog jedinjenja (0,1 
→ 20 μM) u mES-MN kada su jedinjenja dodata pre toksina (rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta).  
 
Jedinjenje Koncentracija (μM) % očuvanog SNAP-25   SEM 
DMSO / 100 0 
DMSO+toksin 500 pM 16,6 3,3 
15 (DOJK09-D) 
0,1 23,1 6,8 
1 23,3 4,8 
5 36,4 9,8 
10 55,5 12,9 
20 78,2 5,0 
17 (JK141) 
0,1 19,4 3,8 
1 21,1 4,2 
5 25,1 3,4 
10 50,6 14,6 
20 80,7 9,7 
121 
0,1 25,8 8,1 
1 23,3 7,1 
5 25,5 5,2 
10 40,1 11,4 
20 60,2 11,3 
124 
0,1 19,5 4,3 
1 19,7 4,1 
5 21,9 4,3 
10 31,7 1,3 
20 61,4 6,0 
127 
0,1 20,0 6,1 
1 22,1 6,1 
5 22,4 3,7 
10 36,1 6,0 
20 79,3 3,4 
20 
0,1 18,1 4,7 
1 17,6 4,9 
5 27,0 8,4 
10 40,9 4,1 
20 72,7 8,5 
101 
0,1 24,1 4,2 
1 24,1 7,2 
5 28,5 8,4 
10 45,2 12,6 
20 69,3 11,4 
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Tabela P3. Zavisnost oĉuvanja SNAP-25 od koncentracije jedinjenja 18 (JK227) (0,25 
→ 64 μM) u mES-MN kada je jedinjenje doda pre toksina (rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost dva nezavisna eksperimenta). 
 
Jedinjenje Koncentracija (μM) % očuvanog SNAP-25   SEM 
Tusendanin 10 100 0 
DMSO+toksin 500 pM 34,2 4,1 
18 (JK227) 
0,25 35,8 3,3 
0,5 38,9 3,2 
1 41,9 2,4 
2 40,4 5,0 
4 43,4 4,7 
8 46,4 7,3 
16 57,9 8,3 
32 70,8 5,8 
64 94,0 6,0 
 
 
Tabela P4. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenja primene posle intoksikacije 
pri koncentraciji 20 μM (rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna 
eksperimenta). 
 
Jedinjenje 
% očuvanog SNAP-
25 (30 min) 
SEM 
% očuvanog SNAP-
25 (60 min) 
SEM 
DMSO 100 0 100 0 
DMSO+toksin 14,8 2,7 16,2 3,7 
15 (DOJK09-D) 35,9 6,0 19,9 3,5 
17 (JK141) 99,3 0,3 44,9 9,6 
121 48,4 9,1 48,9 24,1 
124 38,5 8,0 21,9 2,4 
127 49,5 12,0 22,5 1,8 
20 16,3 2,4 16,6 2,2 
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Tabela P5. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenje 17 (JK141) primeni 30 
minuta posle intoksikacije – dose response eksperiment u opsegu koncentracija 0,1 do 
20 μM - (rezultati su prikazani kao srednja vrednost merenja iz 4 razliĉita 
eksperimenta). 
 
Jedinjenje Koncentracija (μM) % očuvanog SNAP-25   SEM 
DMSO / 100 0 
DMSO+toksin 500 pM 15,9 5,6 
17 (JK141) 
0,1 16,9 2,1 
1 21,2 3,1 
5 40,3 3,9 
10 52,9 4,4 
20 64,4 6,1 
 
 
Tabela P6. Zaštita SNAP-25 u mES-MN kada se jedinjenja 17 (JK141) i 18 (JK227) 
primene 30 minuta posle intoksikacije – dose response eksperiment u opsegu 
koncentracija 0,25 do 64 μM - (rezultati su prikazani kao srednja vrednost merenja iz 2 
razliĉita eksperimenta).  
 
Jedinjenje Koncentracija (μM) % očuvanog SNAP-25 SEM 
DMSO / 100 0 
DMSO+toksin 500 pM 29,6 3,7 
17 (JK141) 
0,25 33,2 1,8 
0,5 33,9 3,0 
1 38,8 0,3 
2 37,9 0,9 
4 47,3 6,7 
8 48,2 4,3 
16 71,9 4,0 
32 89,4 2,2 
64 100 0 
18 (JK227) 
0,25 33,0 3,3 
0,5 36,6 0,9 
1 38,6 5,3 
2 41,0 5,5 
4 44,0 2,5 
8 50,3 5,3 
16 49,2 2,1 
32 52,7 4,3 
64 69,2 4,1 
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Slika P1. Prikaz Western blot traka dobijenih kada je jedinjenje 17 (JK141) primenjeno 
u 9 razliĉitih koncentracija 30 minuta posle intoksikacije. Slabo vidljiva traka GAPDH 
pri koncentraciji 64 μM ukazuje na potencijalnu toksiĉnost jedinjenja pri ovoj 
koncentraciji. 
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◘ Farmakokinetika 
 
Slika P2. Optimizacija uslova za odreĊivanje ukupne koncentracije 17 (JK141) u 
serumu miša 
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Grafik P1. Kalibraciona prava za odreĊivanje ukupne koncentracije 17 (JK141) pri 
oralnoj administraciji 
 
 
 
 
 
Slika P3. Limit detekcije i limit kvantifikacije (analiza uzoraka pri oralnoj 
administraciji) 
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Hromatogrami uzoraka 17 (JK141) - oralna administracija 
 
Slika P4. Doza 400 mg/kg 
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Slika P5. Doza 600 mg/kg 
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Grafik P2. Kalibraciona prava za odreĊivanje ukupne koncentracije 17 (JK141) pri 
supkutanoj administraciji 
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Slika P6. Hromatogrami uzoraka 17 (JK141) - supkutana administracija 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
◘ Hromatografsko odreĎivanje procenta vezivanja 17 (JK141) za AGP 
Slika P7. Vezivanje za AGP – jedini signal koji se vidi potiĉe od DMSO 
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◘ OdreĎivanje pKa 
17 (JK141)          Grafik P3 
cJK141 = 4,483  10
-4 M  
(0,1 M NaCl u MeOH:H2O = 1:1)  
 
proba pKa2 ± SD pKa3 ± SD pKa4 ± SD 
1 7,19± 0,05 9,27 ± 0,02 10,40 ± 0,02 
2 7,00± 0,08 9,09 ± 0,04 10,67 ± 0,04 
3 6,93± 0,03 9,16 ± 0,01 10,07 ± 0,01 
4 7,22± 0,06 9,18 ± 0,03 10,76 ± 0,03 
<pKa> 7,09± 0,12 9,18 ± 0,06 10,48 ± 0,27 
pKa1 van pH opsega titracija 
 
 
91 (JK132)         Grafik P4 
 
cJK132 = 7,1556  10
-4 M  
(0,1 M NaCl u MeOH:H2O = 1:1)  
 
proba pKa1 ± SD pKa2 ± SD 
1 7,94 ± 0,03 9,26 ± 0,07 
2 7,85 ± 0,05 9,31 ± 0,07 
3 7,59 ± 0,03 9,07 ± 0,03 
4 7,70 ± 0,04 9,08 ± 0,05 
5 7,80 ± 0,02 9,09 ± 0,03 
<pKa> 7,78 ± 0,05 9,16 ± 0,07 
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92 (JK61)          Grafik P5 
cJK61 = 6,2691  10
-4 M  
(0,1 M NaCl u MeOH:H2O = 1:1)  
 
proba pKa1 ± SD pKa2 ± SD 
1 6,86 ± 0,06 
istaložila se pre 
postizanja pH = pKa2 
2 7,05 ± 0,03 
istaložila se pre 
postizanja pH = pKa2 
3 6,92 ± 0,05 8,7 ± 0,2 
4 6,80 ± 0,06 8,7 ± 0,2 
5 7,03 ± 0,03 8,43 ± 0,03 
<pKa> 6,93 ± 0,06 8,44 ± 0,07 
 
 
 
93 (JK122)         Grafik P6 
cJK122 = 5,7920  10
-4 M  
(0,1 M NaCl u MeOH:H2O = 1:1)  
 
proba pKa1 ± SD pKa2 ± SD 
1 7,39 ± 0,04 9,00 ± 0,03 
2 7,41 ± 0,05 9,07 ± 0,04 
3 7,38 ± 0,04 8,98 ± 0,04 
4 7,43 ± 0,05 9,07 ± 0,05 
5 7,60 ± 0,03 9,12 ± 0,03 
<pKa> 7,44 ± 0,05 9,05 ± 0,07 
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◘ OdreĎivanje rastvorljivosti 17 (JK141) 
Kalibraciona prava 
 
Uzorci 
<RJK141> = (9,1±1,3)10
-4 
M = 0,64±0,09 g/L = 0,64±0,09 mg/mL 
 
 
 
Slika P8 Grafik P7 
 
 
Slika P9 Slika P10 
  
250 300 350 400 450 500 550 600
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
A
p
s
o
rb
a
n
c
ija
Talasna dužina (nm)
 5,010
-6
 M
 1,010
-5
 M
 1,510
-5
 M
 2,010
-5
 M
 3,010
-5
 M
Spektri za kalibracionu pravu za odredjivanje rastvorljivosti JK141
(TBS pH 7,31 (30 mM Tris, 0,9% NaCl))
28.10.2015.
5,0x10
-6
1,0x10
-5
1,5x10
-5
2,0x10
-5
2,5x10
-5
3,0x10
-5
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
 255,25 nm
 328,64 nm
=328,64 nm
A
p
s
o
rb
a
n
c
ija
Koncentracija (M)
=255,25 nm
Kalibraciona prava - JK141
Equation y = a + b*x
Weight No Weighting
Residual Sum 
of Squares
0,00116
Pearson's r 0,99667
Adj. R-Square 0,99114
Value Standard Error
D
Intercept -0,02937 0,01859
Slope 21676,83784 1023,46982
Equation y = a + b*x
Weight No Weighting
Residual Sum 
of Squares
0,00441
Pearson's r 0,99204
Adj. R-Square 0,97887
Value Standard Error
A
Intercept -0,03122 0,0362
Slope 27200,37838 1992,90635
225 250 275 300 325 350 375 400
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
 uzorak 1
 uzorak 2
 uzorak 3
A
p
s
o
rb
a
n
c
ija
Talasna dužina (nm)
Razblaženje 50
225 250 275 300 325 350 375 400
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
Razblaženje 75
A
p
s
o
rb
a
n
c
ija
Talasna dužina(nm)
 uzorak 1
 uzorak 2
 uzorak 3
245 
 
◘ BHIA 
Grafik P8. 62 (JK124=DOJM006) Grafik P9. 75 (JK28) 
  
Grafik P10. 76 (JK45) Grafik P11. 77 (JK29) 
 
 
Grafik P12. 79 (JK82) Grafik P13. 80 (JK85) 
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Grafik P14. 82 (JK83) Grafik P15. 84 (JK78) 
  
Grafik P16. 85 (JK76) Grafik P17. 87 (JK79) 
  
Grafik P18. Hlorokin (CQ)  
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